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PHB depolymerases from Streptomyces exfoliatus and Streptomyces ascomycinicus.
Characterization of enzymes with potential biotechnological application.
Summary of the PhD thesis by Javier Garcia Hidalgo, supervised by Dr. Miguel Arroyo and Dr.

Isabel de la Mata. Complutense University of Madrid. June 2014.

INTRODUCTION

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) constitute a class of hydrophobic linear biopolymers, chemically
classified as aliphatic polyoxoesters. They are produced by a wide variety of eubacteria, as well
as archaea, as an endogenous reservoir of carbon and energy, when the growth conditions are
unbalanced and there is an excess of carbon sources. PHAs have properties similar to those of
thermoplastics; additionally they are biodegradable and produced from renewable raw
materials. Besides, they are the only bioplastics entirely produced by microorganisms. The
most abundant and best known of the natural PHAs is the polyhydroxybutyrate (PHB), which
presents a short side chain of only one carbon atom. PHB is the main representative of the
short chain length-PHAs (scl-PHAs), in contrast to medium chain length-PHAs (mcl-PHAs),
which side chains have six or more carbon atoms.

PHAs are produced intracellularly as citoplasmic granules with a surface layer of different
proteins (PHA synthases, structural phasins, and PHA depolymerases) and lipids. In these
granules, known as carbonosomes, the PHA is in an amorphous state, but when the surface
layer is somehow damaged, or the PHA is exposed to the extracellular medium, the polymer
chains adopt a partially crystalline structure, known as denatured PHA or dPHA.

Enzymatic degradation of PHAs can involve two different processes, carried out by different
enzymes: Intracellular degradation of PHAs is the process by which the PHA accumulating cell
mobilizes its reserves of carbon and energy in order to grow when the environmental
conditions are favorable after a period of unbalance. This is carried out by intracellular PHA
depolymerases, hydrolytic enzymes bound to the surface of the PHA granule. On the other
hand, extracellular PHA degradation is a different process, by which a microorganism (not
necessarily PHA producer) releases soluble PHA depolymerases to the extracellular medium in
order to hydrolyze denatured PHA, present in the environment as a result of the death and
lysis of PHA producer bacteria, using the resulting monomers and oligomers as an alternative
source of energy and carbon in absence of more suitable substrates.

Degradation of PHAs is an interesting process, not only with the purpose of relieving the
excessive accumulation of plastic waste in the environment, but also because the possibility of

using the monomers and oligomers, by-products of PHA hydrolysis, as chiral compounds with
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high added value. These reaction products can be employed for the synthesis of polymers with
tailor-made physicochemical properties, and also as starting materials for the synthesis of a
wide range of enantiopure chiral pharmaceuticals.

The current knowledge about PHB depolymerases from Gram positive bacteria, especially
actinomycetes, is scarce in comparison to that of PHB depolymerases from Gram negative
bacteria or fungi. Actinomycetes, and particularly the genus Streptomyces, are renowned by
their great versatility and ability to degrade all kind of macromolecules in the environment;
therefore these soil microorganisms represent an important source of degrading enzymes with
possible industrial applications.

The strains chosen for cloning and characterization of its extracellular PHB depolymerases
were Streptomyces exfoliatus and Streptomyces ascomycinicus (formerly classified as
Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus). S. exfoliatus had been previously described as
an mcl-PHA and scl-PHA degrading strain, and its PHB depolymerase (PhaZs.,) was cloned and
briefly characterized. On the other hand, the existence of a PHB depolymerase from S.
ascomycinicus (PhaZs,) was only inferred from homology of the gene fkbU, described as a
member of a biosynthetic gene cluster responsible for the synthesis of the macrolide

ascomycin (FK520).

OBJECTIVES AND RESULTS

The objectives outlined for this PhD thesis can be summarized as follows:

Identification and detection of new PHA depolymerase activities in Streptomyces strains.
Confirmation of Streptomyces ascomycinicus as an extracellular PHB depolymerase producer
strain.

Cloning and heterologous expression of the genes phaZs,.,, coding the PHB depolymerase from
Streptomyces exfoliatus (PhaZs,,), and fkbU, coding a putative extracellular PHB depolymerase
in Streptomyces ascomycinicus (PhaZs,).

Purification of both PHB depolymerases and complete functional and structural
characterization of PhaZs,., and PhaZs,.

Development of biotechnological applications of PhaZs, and PhaZs, mainly preparation of

reusable immobilized derivatives with the PHB depolymerases for degradation of PHB.

After a small-scale screening of extracellular PHA depolymerase activity in several
Streptomyces strains, the candidates selected for further study were Streptomyces exfoliatus
and Streptomyces ascomycinicus. The genes phaZs., and fkbU, coding the PHB depolymerases

PhaZs, and PhaZ, respectively, were cloned and expressed in the heterologous hosts E. coli
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and Rhodococcus sp. T104. Expression in E. coli led to the formation of inactive inclusion
bodies, whereas Rhodococcus sp. T104 was able to recognize the secretory signal peptides of
PhaZs., and PhaZs, producing active and extracellular forms of both depolymerases. These
enzymes were purified by two hydrophobic interaction chromatography steps, and the
presence and identity of secretory signal peptides was determined by sequencing the N-
terminal aminoacid sequences of the mature PHB depolymerases.

Once purified, both PHB depolymerases were subjected to a thorough functional
characterization, involving mass spectrometry of the enzymes, gel filtration chromatography,
sedimentation velocity experiments, substrate specificity analysis, lyophilization in the
presence of additives, identification of the reaction products by HPLC-MS, analysis of the
effects of pH, temperature and ionic strength on enzyme activity and stability, analysis of the
effects of different salts, organic solvents, detergents, reducing agents and other reagents on
activity, and also a kinetic study of the degradation of PHB by PhaZs, and PhaZs,. Both
depolymerases were also employed to perform solvent-cast film degradation experiments,
using pure PHB, P(3HB-co-3HV) copolymers with different content of 3-hydroxyvalerate, as
well as PHB-starch blends with 7:3 weight proportion.

Additionally, secondary and tertiary structures of PhaZs, and PhaZs, were analyzed by
experimental methods like circular dichroism spectrum deconvolution, chemical modification
of aminoacids and site-directed mutagenesis; as well as by multiple sequence alignment and
the use of predictive servers, leading to the proposal of several three-dimensional models of
the spatial folding of these enzymes and their different domains.

Finally, PhaZs, and PhaZs, were employed for the development of reusable immobilized
biocatalysts by different methods. Lyophilized PhaZs., was also used as catalyst in several
organic synthesis experiments in non-aqueous media, such as ring-opening polimerization

(ROP) and other ester-forming reactions.

CONCLUSIONS

1. Streptomyces ascomycinicus sp. nov. DSMZ 40822 and Streptomyces albus 11074 have been
confirmed, for the first time, as extracellular PHB depolymerase producer strains.

2. PHB depolymerases from Streptomyces exfoliatus (PhaZs,.,) and Streptomyces ascomycinicus
(PhaZs,) have been cloned and successfully overexpressed in the heterologous host
Rhodococcus sp. T104 in an active, soluble and extracellular form. It has been
experimentally demonstrated that both enzymes present a secretory signal peptide at the
N-terminal region, with a length of 26 aminoacids in PhaZs,, and 58 in the case of PhaZ,.

Molecular masses of PhaZs,., and PhaZs, are 47.9 and 48.0 kDa, respectively, and its active
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form is a monomer. Both depolymerases are comprised by a catalytic domain (type 2 in
PhaZs., and type 1 in PhaZs,), a fibronectin type Il linker domain and a substrate binding
domain (SBD) type 1 in both cases.

PhaZs, and PhaZs, have been purified to electrophoretic homogeneity, by two consecutive
hydrophobic interaction chromatography steps. Purified PhaZs,, shows maximum activity at
40°C, and pH values between 8 and 9, remaining stable after its incubation at pH values
from 6 to 11, and temperatures up to 50°C, and presents two apparent melting
temperatures, at 55.8 and 70.0°C. On the other hand, PhaZs, reaches its maximum activity
at 45°C and pH values between 5.5 and 6.5, remaining stable after its incubation at pH
values from 4.5 to 9, and temperatures up to 50°C. It shows a single melting temperature at
58.4°C. This is the first report of a PHB depolymerase from a Gram positive bacterium with
an acidic optimum pH.

Concentrations of magnesium and calcium cations, around 2 mM, produce a 30% increase
of PhaZs,, activity. On the other hand, all divalent cations assayed (magnesium, calcium and
manganese) up to 5 mM, triple PhaZs, activity, owing to a non-essential activation
phenomenon. However, increasing ionic strength of the medium causes a gradual decrease
of the PHB depolymerase activity of PhaZs, and PhaZs,, leading to a complete inactivation
at concentrations around 3 M of NacCl.

Methyl-B-cyclodextrin (MBCD) increases about 50% the activity of both depolymerases, at
concentrations up to 10 mM. Polyethylene glycol 3350 also produces a rise of the activity at
concentrations up to 5 mM, though it is more moderate. Additionally, MBCD 1.5 mM and
glycerol 10% (v/v) exert a protective effect against lyophilization of PhaZs,,, preserving its
activity to a larger extent than in the absence of additives. On the other hand, reducing
agent DTT, as well as anionic or nonionic detergents, strongly inhibit the activity of both
depolymerases.

The apparent kinetic parameters for PHB degradation of PhaZs., are Ky of 125 ug/mL and
Viax Of 2,780 U/mg of enzyme, measured by the turbidimetric activity assay. By contrast,
PhaZs, shows a Ky, of 269 pg/mL and V., of 9,797 U/mg of ezyme. The efficiency of PhaZ,
is 1.7 fold higher than that of PhaZs,. The most abundant end-point reaction products of
PhaZs., and PhaZs, are monomers and dimers of (R)-3-hydroxybutyrate, unveiling an exo-
hydrolase activity, although the existence of a supplementary endo-hydrolase activity
cannot be discarded. Additionally, PhaZs, and PhaZs, present esterase activity using pNP-
alkanoates as substrate. The esterase activity of both enzymes is inversely proportional to

the length of the aliphatic chain of these substrates.
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Both PHB depolymerases are able to degrade PHB and PHBV (5% 3-hydroxyvalerate) films,
prepared with chloroform by solvent-cast techniques. Specifically, a solution containing 1.5
ug/mL of PhaZs, can completely solubilize films made of 100 mg of PHB, PHBV 5% or PHB-
starch (7:3 weight ratio), at 37°C and pH 6, in less than 30 hours.

PhaZs, and PhaZs, present a mixed o/f secondary structure, and a three-dimensional
folding type o/P hydrolase in their catalytic domains. The folding of the SBDs has not been
experimentally determined, but their ab initio modeling predicts a predominantly B-sheet
content in their secondary structure. PhaZs, presents at least 4 intracatenary disulfide
bonds in its structure (Cys>*-Cys®®, Cys**-Cys'®®, Cys***-Cys**® and Cys*-Cys*®?). PhaZs, has
at least three of these bonds, although their precise identities have not been as well
established as those of PhaZs,,.

PhaZs., and PhaZs, carry out the hydrolysis of PHB by means of a catalytic triad, which
identity in PhaZs, is Ser**-Asp™'-His'*?, as inferred from homology. The catalytic triad of
PhaZs, is Ser*'-Asp>®-His**°, as demonstrated by site-directed mutagenesis of aminoacids.
PhaZs., has been successfully immobilized as cross-linked enzyme aggregates (PhaZs..
CLEAs), with a BSA:PhaZs,, ratio of 100:1. The maximum PHB activity of this biocatalyst,
measured by turbidimetric activity assay, is 255 U/g of derivative, with an activity recovery
of 18.4%. Maximum activity of this derivative is achieved at pH 7 and temperatures
between 55 and 60°C. Additionally, it shows a clear stabilization effect against high
temperatures when compared to the soluble enzyme, and a better tolerance to certain
organic solvents such as methanol or acetonitrile. This biocatalyst can be used for at least
20 cycles without significant loss of activity.

Preliminary exploration of PhaZs, immobilization onto the surface of silanized magnetic
nanoparticles has been carried out by covalent binding as well as by physical adsorption.
Higher activity is reached with non-covalent adsorption, outreaching 10 IU/g of derivative.
Highest activity recovery of about 11% is also obtained with non-covalent physical
adsorption.

The ability of lyophilized PhaZ., to catalyze organic synthesis reactions in non-aqueous
media has been assessed. PhaZs, is able to polymerize 3-butyrolactone by ring opening
polymerization (ROP), with a conversion degree of 59%, generating PHB with a molecular
size of 3.8 kDa; it also polymerizes 3-hydroxybutyrate by linear condensation, with a
conversion degree of 22%, producing oligomers of 600 Da. Additionally, PhaZs,, is able to
polymerize B-butyrolactone and simultaneously catalyze the acylation of glycerol and

trimethylolpropane (TMP).
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1. Biopolimeros

Los biopolimeros se definen como las macromoléculas producidas de forma natural por
organismos vivos de cualquier tipo. También se suelen englobar bajo este término otros
polimeros que, aunque son fabricados mediante procesos de sintesis quimica, estan
compuestos a partir de materiales renovables de origen biolégico, como es el caso del acido
polilactico (PLA). Bajo esta amplia definicién se halla una heterogénea variedad de materiales,

gue atendiendo a su naturaleza quimica se pueden clasificar en ocho grupos:

Polinucleétidos: Los dcidos ribonucleicos (RNAs) y desoxirribonucleicos (DNAs) son los
polimeros de nucleétidos responsables del almacenamiento, expresién y transmisidon de la
informacién genética en todos los seres vivos. Sintetizados generalmente usando como molde

otra molécula de DNA o RNA.

Poliamidas: Se distinguen dos subgrupos dentro de esta clase: Por un lado, las proteinas,
producidas en los ribosomas por la polimerizacion de aminoacil-tRNAs, dependiente de la
secuencia codificada en RNAs mensajeros. Incluyen algunos de los biopolimeros mas
empleados a lo largo de la historia del ser humano, como la lana y la seda. Por otra parte, se
encuentran los poliaminodcidos, en los que a diferencia de las proteinas, los enlaces entre
aminodcidos no se establecen entre el carboxilo a y el grupo amino a. Dos de los escasos
ejemplos de estos poliaminoacidos son el dcido poli(y-glutdmico) o PGA, producido
extracelularmente por algunas bacterias Gram positivas, principalmente del género Bacillus, y
gue posee diversas aplicaciones en la industria alimentaria, siendo usado como espesante y
humectante natural. También es un ingrediente fundamental del alimento tradicional japonés
natto, obtenido mediante fermentacién de semillas de soja por bacterias del género Bacillus
(Figura 1). Ademas se han desarrollado aplicaciones del poli(y-glutdmico) en medicina, como
transportador de farmacos para su liberacién controlada (Kunioka y Furusawa 1997, Moraes et
al. 2013). El otro ejemplo de poliaminoacido no proteico es la e-polilisina o PL, de menor
tamafio molecular y producido por especies del género Streptomyces, también empleado
industrialmente en las areas de alimentacidon, como conservante y emulgente, en medicina
como hidrogel de alta absorcién acuosa o potenciador de agentes anticancerigenos, en
agricultura e incluso en electrénica, como material de recubrimiento de biochips (Shih et al.
2006). Ambos poliaminoacidos son producidos por fermentacion bacteriana, y son

comestibles, hidrosolubles, biodegradables y no tdxicos.
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Figura 1: Comida tradicional japonesa conocida como natto, producida mediante fermentacién
de semillas de soja con bacterias del género Bacillus. Estas bacterias liberan durante la
fermentacion gran cantidad de acido poli(y-glutamico), que le da una caracteristica consistencia
mucilaginosa.

lll. Polisacdridos: Son cadenas mds o menos largas y complejas de azlcares unidos por enlaces
glucosidicos, pueden presentar ramificaciones. Se trata de un grupo de polimeros muy
heterogéneo, existe una enorme variedad de estructuras y unidades basicas que conforman
los polisacaridos, y sus funciones bioldgicas y aplicaciones son igualmente diversas. El mas
abundante en la naturaleza es, sin ninguna duda, la celulosa, polimero lineal de unidades de D-
glucosa unidas mediante enlaces glucosidicos B (1->4), con una funcidn primordialmente
estructural, es el principal constituyente de la pared celular de las plantas. Otro polisacarido
vegetal de gran importancia es el almiddn. Al igual que la celulosa es un homopolimero de D-
glucosa pero su estructura presenta numerosas ramificaciones. También es producido por
plantas pero con una funcidn de reserva energética. Adicionalmente existe un elevado niumero
de polisacaridos con importantes aplicaciones industriales como los xantanos, el alginato, el
levano, el dcido hialurénico o los dextranos. Los xantanos son producidos por bacterias
patégenas de plantas del género Xanthomonas; un ejemplo es la goma xantana, muy utilizada
como espesante, emulgente y estabilizante, principalmente en la industria alimentaria y en
cosmética (Becker y Vorholter 2008). El alginato se aisla de algas pardas marinas y se ha
extendido su uso como espesante y para encapsulacién de farmacos (Remminghorst y Rehm
2008). El levano es un homopolisacarido de fructofuranosa que se emplea como aditivo
alimentario con propiedades prebidticas e hipocolesterolémicas, asi como en cosmética por su
gran poder hidratante y sus efectos beneficiosos, favoreciendo la proliferacion celular y
reduciendo la irritacidon cutdnea (Kang et al. 2008). El 4cido hialurdnico estd compuesto por
moléculas de N-acetilglucosamina y dcido D-glucurdnico, es un componente fundamental de la
matriz extracelular de los tejidos eucariotas, aunque también es excretado por

microorganismos, como las bacterias del género Streptococcus. El acido hialurdnico presenta
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una extraordinaria capacidad para retener agua, por lo que es muy preciado en cosmética (Liu
et al. 2011). Finalmente, los dextranos son un grupo complejo de polimeros ramificados de
glucosa, producidos por bacterias acidolacticas de géneros como Leuconostoc o Lactobacillus
por fermentacién de la sacarosa. Los dextranos poseen muchas aplicaciones en medicina,
como anticoagulante, antitrombdtico y solubilizante de distintas sustancias en soluciones
inyectables, también como aditivo alimentario gracias a sus propiedades antioxidantes y
estabilizantes asi como a su ausencia de sabor o aroma, incluso se usan ampliamente en
investigacion en diversos técnicas relacionadas con biosensores, cultivo celular o
cromatografia de penetrabilidad, bajo nombres comerciales como Sephadex™ (Bhavani vy

Nisha 2010).

Polioxoésteres: Polimeros organicos cuyos mondmeros estan unidos por enlaces éster, cuya
relativa facilidad para ser hidrolizado favorece la biodegradabilidad de estos compuestos.
Ejemplos de estos biopolimeros son: el dcido polimdlico, el Unico poliéster natural
hidrosoluble, producido exclusivamente por ciertos hongos; la cutina y la suberina,
componentes estructurales de la cuticula que recubre las partes aéreas de las plantas, de
composicion y estructura enormemente complejas y variadas (Kolattukudy 2002b, Kolattukudy
20023, Lee et al. 2002); y los polihidroxialcanoatos o PHAs, cuyas propiedades seran detalladas

en profundidad mas adelante.

Politioésteres: Polimeros de dcidos 3-mercaptoalcanoicos unidos entre si por enlaces tioéster,
siendo los Unicos biopolimeros que contienen este tipo de enlace, y de los pocos polimeros
organicos que contienen azufre, junto con las proteinas y ciertos polisacdridos complejos. Son
producidos intracelularmente por bacterias acumuladoras de polihidroxialcanoatos, mediante
PHA sintasas, las mismas enzimas responsables de la sintesis de los PHAs, de hecho suelen
encontrarse en forma de copolimeros junto con 3-hidroxialcanoatos, aunque se ha descrito la
existencia de homopolimeros. Los politioésteres son producidos por la adiciéon de sustratos
especificos, los 3-mercaptoalcanoatos, al medio de fermentacién. Por el momento no se han
descrito aplicaciones comerciales, debido, probablemente, a los complejos métodos de

preparacidn necesarios (Lltke-Eversloh y Steinblichel 2004).

Polifosfato: Poliéster inorganico conformado por residuos de ortofosfato unidos por enlaces
fosfoanhidro. Es considerado como el Unico biopolimero inorgdnico. El polifosfato es
sintetizado por organismos de todos los reinos conocidos, y se le atribuye una extensa

variedad de posibles funciones bioldgicas: forma parte de la estructura de dientes y huesos,
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actla como reservorio de energia y fosfato, es un potente quelante de metales como el calcio
o el magnesio, tampona las subidas de pH, es componente de la capsula de ciertas bacterias
patégenas como Neisseria, factor relevante en ajustes fisioldgicos a procesos de crecimiento y
desarrollo y también parece tener un papel fundamental en la toma de DNA exdgeno por
bacterias (competencia bacteriana), formando complejos junto con polihidroxibutirato e iones
de calcio. El polifosfato posee una serie de aplicaciones en la alimentacidn, preservando las
carnes procesadas de la oxidacion o el ataque bacteriano, y reteniendo el color original. Se
puede usar para generar fibras que funcionan como un eficaz aislante térmico de
caracteristicas similares al amianto, y también se ha empleado como sistema asequible de
regeneracién del ATP en procesos a escala industrial, reduciendo enormemente los costes

(Kornberg 1995).

Poliisoprenoides: Como el caucho o la gutapercha, ambos son gomas naturales extraidas
principalmente de arboles tropicales de los géneros Hevea y Palaquium, respectivamente
(Figura 2). El caucho, en términos generales, es un polimero elastico de isopreno producido a
partir del latex, una emulsion lechosa presente en la savia de cerca de 2.500 especies de
plantas, que producen latex de diferentes masas moleculares. Junto con la celulosa, la lignina y
el almidoén, es uno de los biopolimeros mds ampliamente usados en numerosas y diversas
aplicaciones, y uno de los mas facilmente obtenibles de la naturaleza. A pesar de su
abundancia natural, su degradacién por la accidon de microorganismos no es facil, por lo que el
caucho es muy empleado en aplicaciones en las que se desea evitar el biodeterioro a largo
plazo. Los poliisoprenoides también son muy utilizados por ser muy elasticos, inertes y buenos

aislantes eléctricos (Koyama y Steinbiichel 2002).

Figura 2: Extraccién tradicional de latex mediante el método de "sangrado" de
un arbol de la especie Hevea brasiliensis. A partir de esta savia o latex se
producira el caucho, poliisoprenoide de amplisima aplicacion comercial.
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Polifenoles: Ejemplos de esta clase de biopolimeros son la lignina y los dcidos humicos (Figura
3). Los polifenoles son polimeros de enorme complejidad estructural producidos por las
plantas, y son considerados las macromoléculas mds resistentes a la biodegradacién en la
naturaleza. Presentan complejas estructuras aromaticas enlazadas covalentemente de forma
mas o menos aleatoria y con enlaces en su mayoria no hidrolizables. Debido a su ciclo
biogeoquimico de conversion, los polifenoles como la lignina o la melanina son transformados
en productos como los dcidos humicos y el carbdn. En conjunto representan una gigantesca
reserva de carbono organico. Por ejemplo, los acidos humicos en tierras y aguas del planeta
constituyen la mayor cantidad de carbono organico en la biosfera, siendo una cantidad tres
veces superior a la del didxido de carbono atmosférico. Su importancia ecolédgica y econdmica

es extraordinaria (Monties y Fukushima 2002, Senesi y Loffredo 2002).
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Figura 3: A. Estructura molecular de la lignina. B. Aspecto de una preparacion
comercial de acidos himicos para mejorar la calidad de la tierra para cultivo.

1.1 Bioplasticos

Antes de desglosar los distintos tipos y caracteristicas de los bioplasticos, conviene sefialar las
caracteristicas que presentan aquellos materiales considerados como plasticos. En general, un
plastico es cualquier sélido organico, generalmente un polimero de elevada masa molecular,
que se puede moldear. De hecho, la palabra plastico proviene del griego plastikos (mAaotikOg),
gue significa moldeable. Un material plastico es capaz de cambiar su forma al ser sometido a
una fuerza y conservar esta nueva forma al cesar dicha fuerza.

Los primeros plasticos sintéticos, como la baquelita, se descubrieron a principios del siglo XX, y
desde aquellos inicios no se han dejado de encontrar nuevas variedades, asi como nuevas
técnicas para su sintesis y procesamiento, conforme se incrementaban los usos y aplicaciones

para estos materiales. En la actualidad, los plasticos han conseguido ocupar un importante
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lugar en todos los aspectos de la vida cotidiana, asi como en la industria (Tokiwa et al. 2009), y
se estima que el consumo de pldsticos aumenta cerca de un 4% cada afio (Arandes et al. 2004).
Sin embargo, un factor clave en esta industria es el petrdleo, materia prima a partir de la cual
se obtiene la inmensa mayoria de los plasticos comercializados.

Como ya se sabe, el petrdleo es un recurso natural fésil no renovable, cuyo precio y
disponibilidad estan sujetos a multiples factores socioecondmicos. De hecho, su coste se ha
incrementado casi continuamente durante las décadas posteriores a los afios 70 (Steinblichel
2005). Ademas de este serio inconveniente, existe un problema adicional asociado a la
mayoria de los plasticos derivados de la industria petroquimica, que radica en su resistencia a
la degradaciéon por microorganismos presentes en el medio ambiente (Vroman y Tighzert
2009). Esta gran durabilidad, considerada una propiedad muy ventajosa para algunas
aplicaciones como la construccidn o la automocion, ha llevado a la acumulacién de residuos
plasticos indeseables, no solo en vertederos y demas instalaciones de gestidn de residuos, sino
en todo tipo de ambientes imaginables. Entre los residuos sélidos urbanos, los plasticos
predominantes son derivados del petrdleo, de los cuales sdlo polipropileno y polietileno ya
representan el 60%, seguidos de poliestireno, cloruro de polivinilo y otros (Arandes et al.
2004).

Estos inconvenientes de los plasticos tradicionales han llevado a realizar considerables
esfuerzos en busca de materiales alternativos que puedan ser sintetizados a partir de fuentes
renovables, puedan ser degradados facilmente en el medio ambiente o, en el mejor de los
casos, cumplan estas dos condiciones (Tokiwa et al. 2009).

En este sentido, los bioplasticos presentan una serie de caracteristicas identificativas: Pueden
ser producidos por seres vivos (esencialmente microorganismos), o bien a partir de materias
primas renovables. Por otro lado, pueden considerarse bioplasticos todos los polimeros
biodegradables, a pesar de que provengan de materias primas derivadas del petrdleo. En
cualquier caso, un bioplastico debe reunir algunas de las propiedades fisicoquimicas de los
plasticos tradicionales derivados de la industria petroquimica, en cuanto a transparencia,
flexibilidad, permeabilidad, elasticidad, resistencia eléctrica y quimica, solubilidad,
inflamabilidad, estabilidad térmica o temperatura de combustion.

En el esquema de la figura 4 se representa la clasificacion de los bioplasticos y se ilustran
algunos de sus ejemplos mas relevantes. Atendiendo a esta clasificacion podemos encontrar
bioplasticos derivados del petrdleo pero biodegradables como la policaprolactona (PCL),
sintetizada mediante la polimerizacidon de e-caprolactona, el polibutilén succinato (PBS) o el
polietilén succinato (PES). Por otra parte existen bioplasticos producidos por microorganismos,

o derivados de sustancias renovables, que sin embargo no son biodegradables, como el nylon
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11, sintetizado a partir de aceite de ricino, o el polietileno (PE), que suele proceder de
hidrocarburos no renovables, pero puede ser generado también a partir de etanol. Otros
biopolimeros pueden ser biodegradables o no serlo, como la acetil celulosa, que solamente es
biodegradable si presenta un bajo nivel de acetilacidn, y pierde esta cualidad si dicho nivel es
elevado. Finalmente encontramos bioplasticos que reudnen las dos condiciones, siendo
renovables y biodegradables, como el almidén, el dcido polildactico (PLA) y los
polihidroxialcanoatos (PHAs). Dentro de este ultimo grupo cabe destacar que, aunque el PLA
procede del dacido lactico, el cual se puede obtener por fermentacidn bacteriana, su
polimerizacién es un proceso quimico (Doran-Peterson et al. 2008). Por su parte, el almidén es
un polisacarido, por lo tanto, los PHAs son los Unicos poliésteres renovables totalmente

producidos por microorganismos y perfectamente biodegradables.

Bioplasticos

Acetil PE
Almidon w u
L\ _PLA )

Plasticos producidos a
~ partir de fuentes
renovables

Figura 4: Clasificacion de los bioplasticos segin su biodegradabilidad y procedencia de
fuentes renovables o no renovables. Abreviaturas: Polietilén succinato (PES), Polibutilén
succinato (PBS), Policaprolactona (PCL), Polihidroxialcanoatos (PHA), Acido Polilactico (PLA),
Polietileno (PE). Adaptado de Tokiwa et al. 2009.

La mayoria de plasticos biodegradables pertenecen al grupo de los poliésteres, a excepcion de
los derivados del almidén. Esto es debido a la especial susceptibilidad del enlace éster de ser
hidrolizado por enzimas microbianas. Dentro del grupo de los poliésteres biodegradables
encontramos poliésteres alifaticos y aromaticos. Los primeros, como la PCL y el PBS, son mas
faciles de degradar por muchas clases de microorganismos y algunos de sus componentes son
renovables, como el acido succinico. Sin embargo, sus propiedades mecanicas no estan a la
altura de los aromaticos y esto dificulta su consolidacién como plasticos cotidianos. En cambio,
los poliésteres aromaticos, como el polietilén tereftalato (PET), o el polibutilén tereftalato
(PBT), de origen sintético y procedentes de fuentes no renovables, poseen unas cualidades

excelentes para su uso industrial en envasado, mostrando una gran resistencia a diversos
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factores fisicoquimicos. No obstante, su contenido de componentes aromaticos dificulta su
biodegradacién, ralentizandola de forma considerable. Muchos de estos poliésteres se pueden
mezclar en distintas proporciones con otra clase de polimeros, o bien con otros poliésteres,
con el fin de reducir el coste del producto final, producir plasticos con propiedades
modificadas o incrementar su biodegradabilidad. Una de las mezclas mas frecuentes y eficaces
se realiza con distintas formas de almidén, como el almidén gelatinizado, en granulos o
termoplastico, dado que es un polimero barato, renovable y disponible durante todo el afio
(Tokiwa et al. 2009). La mezcla de poliésteres con polimeros derivados del almidén es muy util
a la hora de fabricar plasticos de baja vida util con un coste global reducido, incrementando su
biodegradabilidad (Godbole et al. 2003). No obstante, el cardcter hidréfilo del almidén puede
afectar negativamente a su resistencia a la humedad.

También es habitual en la industria de los plasticos controlar la composicién monomérica de
estos poliésteres, buscando determinadas caracteristicas en el producto final. De esta forma,
en la composicion del PET se pueden incorporar otros monémeros mediante enlaces éter o
amida para facilitar su degradacién. También en muchos casos se pueden combinar
mondmeros alifaticos y aromaticos para lograr aunar las ventajas de cada tipo de poliéster, y
asi obtener plasticos que exhiban interesantes propiedades mecanicas y una buena
biodegradabilidad (Shah et al. 2013). Hay multiples ejemplos de estos poliésteres combinados
alifatico-aromaticos como el poli(butilén succinato)-co-(butilén tereftalato) (PBST) o el
polibutilén adipato-co-tereftalato (PBAT), comercializado por la compafiia alemana BASF bajo

la marca Ecoflex™.

2. Polihidroxialcanoatos

Los polihidroxialcanoatos o acidos polihidroxialcanoicos (PHAs) son una clase de polimeros,
hidrofdbicos clasificados desde el punto de vista quimico como polioxoésteres alifaticos,
producidos y acumulados por una enorme variedad de bacterias, asi como ciertas arqueas,
principalmente de la familia Halobacteriaceae (Fernandez-Castillo et al. 1986, Steinblichel y
Flichtenbusch 1998). Se estima que mas del 30% de las bacterias del suelo son capaces de
sintetizar algun tipo de PHA. Por otro lado, esta capacidad esta extendida por muy diversos
ecosistemas aerdbicos y anaerdbicos, como lodos, lagos, mares e incluso ambientes extremos.
Los PHAs son los Unicos bioplasticos completamente sintetizados por microorganismos (Chen
2010). Estos poliésteres son producidos y almacenados intracelularmente en condiciones de

crecimiento desequilibrado, fundamentalmente en presencia de un exceso de fuentes de
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carbono y deficiencia de algin otro nutriente esencial, como nitrégeno, azufre, fosforo u
oxigeno.

Los PHAs fueron descritos por primera vez en 1925 por el investigador francés Maurice
Lemoigne, director del servicio de fermentacidn del Instituto Pasteur, en Lille (Francia)
(Lemoigne 1925, Lemoigne 1926). En primera instancia, Lemoigne describié los granulos de
PHA en Bacillus megaterium como acumulaciones lipidicas intracelulares insolubles en éter.
Lemoigne era microbidlogo, pero su formacidén como quimico analitico le llevd a postular, en
los afios siguientes a sus primeras observaciones, que estos granulos contenian un polimero
Opticamente activo de acido 3-hidroxibutirico. Llegd a demostrar que este polimero se podia
cuantificar, extraer y usar para la formaciéon de un film transparente, incluso lo propuso como
material de reserva para las bacterias productoras, sin llegar a profundizar en su funcién
biolégica. Sin embargo, los primeros hallazgos de Lemoigne fueron publicados en revistas en
francés, y por tanto de escasa difusion internacional. Este hecho, unido a la reticencia de
muchos quimicos organicos europeos de la época a creer en la existencia de moléculas de alto
peso molecular o polimeros, hizo que los importantes descubrimientos de Lemoigne pasaran
desapercibidos para la comunidad cientifica hasta la década de los 50, cuando varios
laboratorios del Reino Unido y los Estados Unidos confirmaron la naturaleza de este polimero,
y se interesaron por la funcion bioldgica, biosintesis y degradacion del polihidroxibutirato
(PHB) (Weibull 1953, Williamson y Wilkinson 1958, Doudoroff y Stanier 1959).

Generalmente se considera que la funcidn bioldgica de los PHAs es servir de reserva de
carbono y energia para la célula productora. De hecho, se ha observado experimentalmente
gue el almacenamiento de PHA permite a las bacterias acumuladoras realizar hasta dos ciclos
de division celular adicionales respecto a cultivos de la misma especie sin reservas de PHA,
cuando son cultivadas en un medio sin fuentes de carbono (Handrick et al. 2000). En
condiciones similares, también se ha observado una disminucion y retraso en la lisis celular en
el caso de bacterias con PHA acumulado frente a cultivos control sin PHA (Macrae y Wilkinson
1958). Adicionalmente, se ha comprobado que el almacenamiento de nutrientes en el
citoplasma en forma de granulos insolubles evitaria alteraciones en el equilibrio osmético de la
célula, asi como la pérdida de estos valiosos nutrientes hacia el medio extracelular (Madison y
Huisman 1999). Sin embargo, recientes investigaciones en el metabolismo de Pseudomonas
putida, una bacteria modelo acumuladora de PHAs, otorgan a estos biopolimeros un papel
mucho mas complejo que la simple reserva de carbono y energia (Escapa et al. 2012). Las rutas
de sintesis y degradacién de PHA estarian intimamente relacionadas con el metabolismo
central del carbono en las bacterias productoras. Ambas rutas, tanto produccién como

degradacion de PHA se producen simultaneamente, realizando un ciclo (Doi et al. 1990). A
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pesar de parecer un derroche innecesario de energia y carbono, esta ruta ciclica tiene un papel
amortiguador. Dicho ciclo canalizaria el flujo de carbono, energia y poder reductor hacia
diversos procesos fisiolégicos como el acopio de reservas, produccion de biomasa, division
celular o disipacion de un exceso de energia, en funcidon de las condiciones ambientales y la
disponibilidad de nutrientes. Esta compleja sincronizacién de ciclos metabdlicos facilitaria a los
organismos productores de PHA una rapida y eficaz adaptacién a nichos con condiciones
cambiantes, pobres en nutrientes o con una elevada competitividad, como el suelo o la
rizosfera y filosfera de plantas. En definitiva, la acumulacién de PHA permite a las bacterias el
mantenimiento de las capacidades metabdlicas éptimas en condiciones subdptimas, y les
confiere resistencia durante largos periodos a una gran variedad de situaciones de estrés fisico

y quimico (Kadouri et al. 2005, Castro-Sowinski et al. 2010).

2.1 Estructura y caracteristicas de los granulos de PHA

Los PHAs se sintetizan y acumulan en el interior de la célula productora, en forma de
inclusiones citopldsmicas conocidas como grdnulos de PHA o, mas generalmente,
carbonosomas (Jendrossek 2009). Estas estructuras, de entre 100 y 500 nm, son visibles al
microscopio de contraste de fases como glébulos brillantes, y pueden llegar a representar el

90% del peso seco de la célula productora (Jendrossek y Handrick 2002) (Figura 5).

Figura 5: Imagen de microscopia electréonica de transmision, se muestran
bacterias de la especie Ralstonia eutropha acumulando polihidroxibutirato
(PHB). Se aprecian grandes granulos citoplasmicos de PHB. Tomado de
Sudesh et al. 2000.
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Los granulos nativos de PHA presentan una envoltura superficial que los estabiliza y mantiene
el estado amorfo y fluido del PHA en el citoplasma. Esta capa estd compuesta
mayoritariamente por proteinas, que recubren casi totalmente la superficie del granulo de
PHA. Estas proteinas se encuentran asociadas al polimero principalmente por interacciones
hidrofdbicas, y también se ha detectado una pequefia fraccion fosfolipidica (Griebel et al.
1968) (Figura 6). Mediante estudios de microscopia electrénica de transmision se ha calculado
que el grosor de la capa externa es de aproximadamente 4 nm (Boatman 1964, Mayer y
Hoppert 1997), lo que descarta la presencia de una bicapa lipidica (tipicamente presentan un
grosor en torno a 8 nm) y concuerda precisamente con la existencia de una monocapa, que
expondria los grupos polares de los fosfolipidos hacia el citoplasma y las cadenas apolares
hacia el nucleo hidrofébico de PHA. No obstante, la existencia de esta capa lipidica no ha sido
corroborada desde las primeras observaciones realizadas en los afios 60, debido a la dificultad
de determinar la composicién exacta de los granulos nativos de PHA sin romper la membrana
de la célula productora. Cualquier método de analisis que implique la lisis celular del
organismo productor puede generar artefactos, debido a la diseminacién de los fosfolipidos de
la membrana tras la rotura, y a la elevada probabilidad de que dichos lipidos se adhieran a la
superficie hidrofdbica de los grdnulos nativos de PHA durante el proceso de aislamiento

(Jendrossek y Pfeiffer 2014).

Fasina estructural
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Figura 6: Representacion esquematica de un granulo de PHA mostrando
su envoltura superficial y alguna de las proteinas asociadas al granulo.
Adaptado de Rehm 2003.
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La presencia de proteinas en la cubierta de los granulos nativos de PHA, en cambio, ha sido
demostrada en numerosas ocasiones, mediante una amplia variedad de métodos in vitro asi

como in vivo. Entre las proteinas asociadas a la cubierta del granulo de PHA se encuentran:

e PHA sintasas, responsables de la sintesis de las cadenas poliméricas. Usan como sustrato
una gran variedad de (R)-3-hidroxiacil-CoA y otras moléculas relacionadas como el 4-
hidroxibutirato, que obtienen de diversas rutas metabdlicas, principalmente la B-
oxidacion de los 4cidos grasos, aunque dependiendo de la especie bacteriana y la
disponibilidad de sustratos, otras rutas pueden desembocar en la acumulaciéon de PHA
(Chen 2010). Se han descrito cuatro clases de PHA sintasas, dos de las cuales (clases | y Il)
tienen un Unico tipo de subunidad, con una masa molecular entre 61 y 73 kDa y se
diferencian por el tipo de sustratos que son capaces de polimerizar. Las sintasas de clase |,
como la producida por Ralstonia eutropha, polimerizan sustratos hidroxiacil-CoA de
cadena corta (3 a 5 carbonos), mientras que las de clase Il, como las expresadas por
Pseudomonas aeruginosa, usan sustratos de cadena mas larga (6 o mas carbonos). Las
otras dos clases (lll y IV) son enzimas heterodiméricas que polimerizan sustratos de
cadena corta, en la clase Ill se encuentra la PHA sintasa de Allochromatium vinosum, con
dos subunidades distintas (PhaC y PhaE) de 40 kDa. Las sintasas de arqueas descritas
hasta la fecha parecen presentar homologia con las pertenecientes a la clase lll. La clase
IV estd constituida por PHA sintasas del género Bacillus, presentan una subunidad de 40
kDa (PhaC) y otra de 20 kDa (PhaR). Todas las PHA sintasas presentan un equilibrio entre
la forma monomérica y la dimérica, siendo el dimero la forma activa. En este dimero una
de las unidades estd unida covalentemente a la cadena de PHA mientras que la otra se

une a los sustratos solubles para incorporarlos a la cadena (Grage et al. 2009).

e PHA despolimerasas intracelulares, encargadas de la movilizacidon de estas reservas en
caso de necesidad de un aporte adicional de carbono o energia. Liberan el
correspondiente (R)-3-hidroxiacido u oligdmeros de (R)-3-hidroxiacidos, que podran ser

entonces incorporados al metabolismo para cumplir diversas funciones celulares.

e Fasinas, una amplia variedad de polipéptidos estructurales de tamafio relativamente
pequefio y con caracter anfipatico. Deben su nombre (phasins, en inglés) a su analogia
con las oleosinas, las proteinas que recubren la superficie de los cuerpos oleosos, gotas
lipidicas especialmente abundantes en células vegetales de semillas o del polen. Las

fasinas generan una interfase entre el PHA hidrofébico y el medio acuoso del citoplasma.
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Las funciones propuestas para estas fasinas son la estabilizacién del granulo de PHA
evitando su coalescencia o adherencia a otras estructuras celulares hidrofébicas como por
ejemplo las membranas; el control del nimero y tamafio de los granulos; regulacién de la
expresiéon de otra proteinas asociadas al granulo de PHA; evitar el plegamiento
defectuoso de otras proteinas del granulo o incluso servir como reserva de nitrégeno (de

Eugenio 2009).

2.2 Biogénesis de los PHA

Existen tres modelos que describen el mecanismo de biogénesis de los granulos de PHA: el
modelo de la micela o membrana, el del brote o granulo incipiente (budding model) y el del
andamio (scaffold model) (Figura 7). El modelo de la micela asume que las enzimas encargadas
de la sintesis del polimero (PHA sintasas) se encuentran libres en el citoplasma, y tras
oligomerizar y encontrar sustratos adecuados para la polimerizacion (hidroxiacil-CoA),
empezarian a generar cadenas de PHA, que por interaccién hidrofébica tenderian a asociarse,
dando lugar a un granulo incipiente al que progresivamente se unirian los demas elementos
constituyentes, como fasinas, despolimerasas, etc. El segundo modelo, del brote o granulo
incipiente, propone la generacién del granulo a partir de la membrana citoplasmica interna; las
PHA sintasas estarian asociadas a esta membrana en regiones localizadas hacia los polos
celulares, a partir de la cual se generarian vesiculas membranosas englobando el acimulo de
PHA, que terminarian escindiéndose en fases posteriores para formar el granulo maduro. Sin
embargo el modelo del andamio es el que cuenta con mas evidencias experimentales a su
favor, gracias a los recientes trabajos publicados por los laboratorios de los doctores Sinskey y
Stubbe (Cho et al. 2012) y Jendrossek (Pfeiffer et al. 2011, Wahl et al. 2012, Pfeiffer y
Jendrossek 2013, Pfeiffer y Jendrossek 2014), con el organismo modelo para la produccion de
PHB Ralstonia eutropha. Segun este modelo, las PHA sintasas se anclarian a una estructura
citopldsmica sobre la que desarrollarian su actividad, dando origen a nuevos granulos de PHB.
Segun los trabajos citados, dicha estructura de anclaje parece ser el nucleoide, la region
irregular del citoplasma bacteriano que alberga el material genético. Este anclaje entre PHA
sintasas y el nucleoide se produciria a través de un elemento mediador proteico. En el caso de
R. eutropha, este mediador seria la proteina PhaM, y en la bacteria acumuladora de mcl-PHA
(ver epigrafe siguiente) Pseudomonas putida KT2442, otra proteina asociada a granulos de
PHA, nombrada PhaF, parece desempefiar esta misma funcion (Galan et al. 2011). Dichos
mediadores proteicos tienen capacidad de oligomerizar y asociarse especificamente con las

correspondientes PHA sintasas mientras estdn anclados al nucleoide, generando un complejo
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de elevada masa molecular que presenta actividad PHA polimerasa (Pfeiffer y Jendrossek
2014). Adicionalmente, los mediadores como PhaM también aseguran un reparto igualitario
de los granulos de PHA entre células hijas tras la divisién celular, gracias a su capacidad de

anclarse al nucleoide bacteriano (Galan et al. 2011, Pfeiffer et al. 2011).

A Modelo de la micela
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Figura 7: Modelos mas relevantes del mecanismo de formacion de nuevos granulos nativos de PHA. Las
proteinas especificas representadas pertenecen al metabolismo de sintesis de PHB de Ralstonia eutropha H16:
PhaP1, fasina estructural. PhaR, represor de la expresién de otras fasinas. PhaM, proteina mediadora que
interactia con el DNA del nuclecide y con la PHA sintasa, anclando el granulo a dicho nucleoide. La
oligomerizacién de las proteinas asociadas al granulo, excepto PhaM y la PHA sintasa, ha sido omitida para
evitar excesiva complejidad en el esquema. Adaptado de Jendrossek y Pfeiffer 2014.

Los PHAs en el granulo nativo intracelular se encuentran en un estado completamente amorfo

y fluido, conformando el granulo nativo o nPHA. Al romperse la célula productora de PHA,
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estos granulos nativos son liberados al medio extracelular y sometidos en consecuencia a un
estrés fisicoquimico; la cubierta de fosfolipidos y proteinas se dafia o pierde, y el polimero
tiende a adoptar una estructura semicristalina, con distinto grado de cristalinidad
dependiendo del tipo concreto de PHA del que se trate. En este grdnulo desnudo vy
semicristalino el PHA se conoce como dPHA, o PHA desnaturalizado. Las técnicas estandar de
purificacién de PHAs mediante extraccidon organica y centrifugacién producen dPHA, aunque
los granulos nativos también pueden ser recuperados mediante diversos protocolos de
centrifugacion en gradiente de densidad de glicerol (Merrick y Doudoroff 1964, Wieczorek et
al. 1995).

Una llamativa excepcidn al sistema de produccién intracelular de PHA ha sido descrita para
una cepa mutante de Alcanivorax borkumensis SK2 (Sabirova et al. 2006). En esta cepa, la
mutacion de un Unico gen que codifica una tioesterasa especifica para la degradacion
intracelular de hidroxiacil-CoA, provoca una hiperproduccion de PHA que se deposita
extracelularmente, cuando se cultiva esta bacteria en un medio suplementado con alcanos. Sin
embargo, el mecanismo por el cual este PHA es expulsado desde el citoplasma hasta el medio
extracelular no se conoce.

A partir del dPHA se pueden preparar granulos con una estructura y propiedades fisico-
quimicas similares a las del granulo nativo, conocidos como granulos artificiales de PHA o
aPHA. Para ello es necesario disolver el dPHA en un disolvente organico como acetona o
triclorometano, para a continuacién afadir este PHA a una solucién acuosa de un surfactante o
detergente como SDS, oleato o colato sédico, y emulsionar el polimero mediante agitacion y
un tratamiento de ultrasonidos. Tras la evaporacion del disolvente se obtiene un latex estable
de granulos de aPHA, indicado para el ensayo in vitro de actividad de PHA despolimerasas
intracelulares asi como algunas extracelulares (Horowitz y Sanders 1994, Ramsay et al. 1994,

Horowitz y Sanders 1995, Marchessault et al. 1995, Bachmann y Seebach 1999).

2.3 Propiedades fisicoquimicas de los PHAs

Los PHAs son polimeros lineales, sin ramificaciones, su masa molecular varia desde diez mil
hasta varios millones de Dalton, y su estructura general se ajusta, con escasas excepciones, a la
formula representada en la figura 8. Los PHAs son termoplasticos ya que pueden ser
moldeados mediante un aumento de la temperatura, y algunos presentan caracteristicas
elastoméricas. También poseen propiedades piezoeléctricas. En funcidn de la longitud de la
cadena lateral se suelen clasificar en dos familias: scl-PHAs (short chain length) o PHAs de

cadena corta, compuestos por acidos 3-hidroxialcanoicos de 4 6 5 4tomos de carbono; y mcl-
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PHAs (medium chain length) o PHAs de cadena media, constituidos por &acidos 3-
hidroxialcanoicos de 6 6 mads carbonos. Aparte de cadenas alifaticas saturadas y lineales,
podemos encontrar muchos otros tipos de radicales en la estructura de los PHAs, aunque su
ocurrencia de forma natural es mucho menos frecuente. De esta forma se han descrito PHAs
con radicales insaturados, aromaticos, halogenados, ramificados, hidroxilados, etc. llegando a
contabilizarse cerca de 150 mondmeros diferentes en los diversos PHAs caracterizados
durante las ultimas décadas (Steinblichel et al. 1992, Steinblichel y Valentin 1995). Esta gran
variedad de mondmeros evidencia la baja especificidad de sustrato exhibida por las PHA
sintasas, las enzimas encargadas de incorporar nuevos hidroxidcidos a las cadenas de PHA. El
tipo y la proporcidn de mondmeros presentes en estos polimeros determinan las propiedades
fisicas, quimicas y mecdnicas del mismo. Este hecho confiere a los PHAs una diversidad
practicamente ilimitada, ofreciendo un amplisimo rango de propiedades finales, que
convierten a los PHAs en materiales ideales para aplicaciones en las que se requieren

caracteristicas muy especificas, como se describira mas adelante.

Tipos de cadena radical que

/ \ pueden formar parte de los PHAs

R @) Saturada Fenil
| " Insaturada Metil éster
—0O—CH— (:H2 —C — Halogenada Ciano
n Ramificada Cianofenoxi
Hidroxilada Nitrofenoxi
\ / Epoxidada Fenoxi

Figura 8: Formula quimica general de los polihidroxialcanoatos. La cadena radical (R) puede
tener una longitud de 1 6 2 carbonos en los scl-PHAs, y 3 6 mas en los mcl-PHAs. Los grupos
indicados a la derecha pueden estar presentes en esta cadena lateral de forma menos frecuente.

En términos generales, y debido a la estructura de sus mondmeros, los scl-PHAs son polimeros
duros y quebradizos (Figura 9), con un elevado grado de cristalinidad, que en el caso del
homopolimero de PHB puede llegar al 60%, acompafiado por una elevada temperatura de
fusion (T,,), hasta 180°C, ambos valores similares a los del polipropileno (PP). Sin embargo, el
PHB presenta una elongacion hasta rotura de sélo un 5%, frente al 400% del PP sintético
(Sudesh et al. 2000, Chodak 2008). Este porcentaje de elongacidn es un parametro fisico muy
empleado para caracterizar polimeros, indica la deformacién mediante tensién que una pieza
de determinado material soporta antes de romperse, proporcionando una medida de la
ductilidad de un material. El contenido de 3-hidroxivalerato en los copolimeros de poli(3-

hidroxibutirato-co- 3-hidroxivalerato) (PHBV) otorga mayor elasticidad al polimero, reduciendo
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progresivamente su T, y cristalinidad, e incrementando paralelamente su elongacion hasta
rotura.

Por el contrario, los mcl-PHAs son polimeros de apariencia gomosa, muy eldsticos y pegajosos
al tacto. Su cristalinidad es muy baja en comparacién con los scl-PHAs; por ejemplo, en el
copolimero de 3-hidroxioctanoato y 3-hidroxihexanoato [P(HO-co-HH)], uno de los mcl-PHAs
naturales mas abundantes y mejor caracterizados, la cristalinidad esta en torno al 30%, con

una T,, de 58,5°C, presentando una elongacion hasta rotura del 300% (Preusting et al. 1990).

Figura 9: Aspecto macroscépico de dos tipos de PHAs. A. PHB, un scl-PHA quebradizo y poco elastico.

B. P(HO-co-HH), un mcl-PHA elastico y de textura gomosa. C. Pelicula elastica de P(HO-co-HH).

Otra importante caracteristica de los PHAs de origen bioldgico es su composicidn
enantioméricamente pura; los acidos 3-hidroxialcanoicos que constituyen los mondmeros de
los PHAs, contienen en su estructura un carbono quiral, y debido a la estricta
estereoespecificidad de las PHA sintasas que generan estos polimeros (Sudesh et al. 2000),
todos los mondmeros presentan una configuraciéon R, siendo desde el punto de vista
estereoquimico, polimeros isotacticos. Esta caracteristica permite que los PHAs naturales
adopten una estructura cristalina, ya que los PHAs atécticos (conformados por una mezcla de
mondémeros R y S, distribuidos aleatoriamente a lo largo del polimero), sintetizados
artificialmente, son totalmente amorfos (Handrick et al. 2001). También se ha descrito la
existencia, aunque de forma minoritaria, de PHAs conformados por mondmeros no quirales,
acidos w-hidroxialcanoicos, en los que el grupo hidroxilo se encuentra en el Gltimo carbono de
la cadena alifatica, como por ejemplo 3-hidroxipropionato, 4-hidroxibutirato o 5-
hidroxivalerato. El organismo productor incorpora estos w-hidroxialcanoatos al polimero en
determinadas condiciones de cultivo y cuando los precursores adecuados son anadidos al
medio (Braunegg et al. 1998). Esta peculiar clase de PHAs no quirales puede ser degradada
inespecificamente por lipasas y esterasas (Mukai et al. 1993a, Jaeger et al. 1995).

Los PHAs sintetizados por microorganismos pueden producirse en forma de homopolimeros,

es decir, incorporando un Unico tipo de mondémero en su estructura. Varios homopolimeros de
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PHA se han aislado e investigado a lo largo de las ultimas décadas, principalmente el poli[(R)-3-
hidroxibutirato] (PHB), pero también otros como el poli[(R)-3-hidroxivalerato] (PHV)
(Steinblchel y Schmack 1995), poli(4-hidroxibutirato) (P4HB) (Steinbiichel et al. 1994), y otros
homopolimeros de cadena alifatica mas larga, hasta el poli[(R)-3-hidroxidecanoato] (Chen
2010).

En cambio, en muchas ocasiones, las bacterias productoras acumulan copolimeros de distintos
hidroxiacidos, en funcién de la especie concreta que se estudie y de las fuentes de carbono
que se hallen presentes en el medio de cultivo. De esta forma es muy frecuente encontrar
bacterias productoras de scl-PHAs mixtos como el poli[(R)-3-hidroxibutirato-co-(R)-3-
hidroxivalerato] (PHBV) (Alderete et al. 1993) o mcl-PHAs como el poli[(R)-3-hidroxioctanoato-
co-(R)-3-hidroxihexanoato] [P(HO-co-HH)], incluso combinaciones en distinta proporcién de
tres, cuatro o mas mondémeros diferentes (Lageveen et al. 1988).

Los copoliésteres que incluyen mondmeros de cadena corta tales como el (R)-3-hidroxibutirato
o el (R)-3-hidroxivalerato junto con otros de cadena media como el (R)-3-hidroxihexanoato
también se han conseguido sintetizar en cultivos bacterianos, de hecho, estos copoliésteres
han demostrado presentar una combinacion de propiedades mecanicas modulables y muy
interesantes (Noda et al. 2010), lo que ha llevado a su producciéon a escala industrial por
grandes empresas como la estadounidense Procter & Gamble, que bajo la marca Nodax™
comercializa utensilios compuestos por poli[(R)-3-hidroxibutirato-co-(R)-3-hidroxihexanoato].
Normalmente los copolimeros de PHA sintetizados por bacterias son copolimeros al azar,
incorporan los distintos mondmeros aleatoriamente sin un orden establecido. No obstante, se
ha descrito la posibilidad de sintetizar copolimeros en bloque, en los que segmentos de mayor
o menor longitud formados por un solo tipo de mondmero se alternan con segmentos de otro
mondmero. Este fendmeno se consigue realizando cambios periddicos de sustrato en el medio
de fermentacién, de forma que en funcién de la fuente de carbono empleada en cada fase (por
ejemplo fructosa y acido pentanoico), el microorganismo polimeriza uno u otro mondémero
(Pederson et al. 2006). Los copolimeros en blogue se reconocen por sus caracteristicas fisicas
mediante diversas técnicas calorimétricas y reoldgicas, entre otras, y presentan unas
propiedades facilmente modulables, que ademas son mas duraderas en el tiempo

(McChalicher y Srienc 2007).

2.4 Aplicaciones de los PHAs

Las potenciales aplicaciones de los PHAs dependen en gran medida de su composicidén

monomérica. Algunos scl-PHAs como el PHB son duros y rigidos, pudiendo carecer de las

42



Introduccion

propiedades necesarias para su uso como films o para aplicaciones biomédicas, sin embargo,
los mcl-PHAs, a pesar de ser elastoméricos presentan muy baja resistencia mecanica (Hazer y
Steinbichel 2007). Por lo tanto las distintas aplicaciones requieren distintos tipos de
bioplasticos, con diferentes caracteristicas, que en el caso de los PHAs pueden obtenerse
mediante la adecuada combinacién de mondmeros en su estructura.

Segln ha ido avanzando el conocimiento de las propiedades fisicoquimicas de los PHAs, asi
como el desarrollo de nuevas técnicas y materias primas para la produccidn de estos
poliésteres, sus aplicaciones se han multiplicado en diversos sectores de la industria. Dichas

aplicaciones se pueden resumir en los siguientes grupos:

PHAs para el envasado y embalaje: Los PHAs se empezaron a producir industrialmente y
comercializar en 1982 por la compaiiia quimica britanica Imperial Chemical Industries (ICl),
bajo el nombre comercial Biopol™, actualmente comercializado por la empresa
estadounidense Metabolix. Se trata de un copolimero de 3-hidroxibutirato y 3-hidroxivalerato,
producido por fermentacion bacteriana y usado para la fabricacién industrial de articulos
cotidianos, tales como botellas de champu y otros envases, por compaiiias como la cosmética
alemana Wella (Matavulj y Molitoris 1992). Otros PHAs, especialmente mcl-PHAs, se han
empleado en la fabricacion de films para embalaje, bolsas aptas para compostaje,
revestimiento de vasos de papel, cuchillas desechables, capas impermeables de panales y
articulos de higiene femenina, tapicerias, alfombras y todo tipo de envases (Chen 2010) (Figura

10). Es especialmente interesante la posibilidad de usar PHAs en el recubrimiento de envases

alimentarios de cartdén, sustituyendo al aluminio y obteniendo un envase totalmente

Figura 10: Aplicaciones de los PHAs en envasado. A. Distintos envases fabricados con copolimeros
de PHB. B. Degradacién bacteriana de una botella de PHBYV tras su incubacion en fangos de aguas
residuales durante 0, 2, 4, 6, 8 y 10 semanas, respectivamente de izquierda a derecha. Panel B
tomado de Madison y Huisman 1999.
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biodegradable. También es relevante la barrera que proporciona el PHBV frente a la difusion
de gases, cualidad muy util para el envasado de alimentos asi como de bebidas, pudiendo

llegar a sustituir parcialmente el uso masivo de PET en botellas (Philip et al. 2007).

PHAs en agricultura: Los PHAs se han empleado con éxito en agricultura y horticultura. El uso
mas extendido consiste en la fabricacién de film agricola para acolchado de cultivos (Figura
11). Mediante este acolchado se evita el crecimiento de malas hierbas en cultivos, se mantiene
una temperatura mas alta y estable en el suelo y se concentra la accion de pesticidas sobre el
cultivo, a la vez que se protege el suelo frente a agentes meteorolégicos que producen su
erosion y lavado. También se emplean PHAs para las mallas de césped, macetas para
trasplante, empaquetado de balas y otros elementos en agricultura, siempre con la gran
ventaja de la biodegradabilidad de estos materiales, que no necesitan ser retirados del propio
campo de cultivo (www.mirel.com). Existe una serie de aplicaciones agricolas especializadas,
principalmente la liberacidon controlada de pesticidas mediante su inclusién en granulos de
PHA, que liberaran el producto quimico conforme se vayan degradando. Técnicas similares se
usan para la liberacion de nutrientes directamente en la raiz del cultivo. Los PHAs también se
degradan en ambientes anaerobios, por lo que estas técnicas también se pueden emplear en

cultivos como los arrozales (Philip et al. 2007).

Figura 11: Aplicaciones de los PHAs en agricultura. A. Cultivo acolchado mediante film

agricola biodegradable. B. Macetas fabricadas con copolimeros de PHA que pueden
ser trasplantadas directamente a la tierra debido a su facil biodegradabilidad.

PHAs en biomedicina: Los PHAs han encontrado numerosas aplicaciones en el campo de la
biomedicina, debido principalmente a su combinacién de biocompatibilidad, hidrofobicidad y

biodegradabilidad (Chodak 2008). Estas aplicaciones han visto limitada su expansién por la
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disponibilidad de estos poliésteres en cantidades suficientes. Por el momento, sélo algunos
PHAs como PHB, P(HB-co-HV), P(3HB-co-4HB), P4HB, PHO y P(HB-co-HH) son producidos a gran
escala y destinados a esta clase de aplicaciones. Adicionalmente, los polimeros empleados en
tejidos vivos deben reunir una serie de requisitos especiales en cuanto al contenido de
endotoxinas, lo cual encarece los procesos de produccién y purificacion, ya que actualmente
todos los PHAs se producen por fermentaciéon de bacterias Gram negativas, cuya membrana
externa contiene gran cantidad de endotoxinas conocidas como lipopolisacaridos (Philip et al.
2007).

La aplicacion médica mas directa de estos bioplasticos es la fabricaciéon de toda clase de
elementos e implantes quirurgicos, tales como hilo de sutura, grapas, tornillos o placas, y
especialmente en el drea cardiovascular, con cdanulas, injertos, vdlvulas cardiacas,
revestimiento interno de vasos sanguineos y un largo etcétera (Philip et al. 2007, Chen 2010).
El PHB también posee gran importancia en la fabricacidon de protesis para la regeneracion de
tejidos déseos, sobre todo en combinacion con particulas de hidroxiapatita, que le dan una
resistencia mecanica similar a la del hueso humano, sin afectar a su capacidad de reabsorcion
gradual (Philip et al. 2007). El éxito de su implementacion en la ingenieria de tejidos vivos se
debe a que no producen reaccion vascular aguda in vivo durante periodos superiores a un afio.
También se ha demostrado la ausencia de toxicidad y de efectos inmunoestimulantes de sus
productos de degradacién in vivo. De hecho, se ha observado que los productos oligoméricos
de los PHAs estimulan la activacién de canales de calcio y promueven la regeneracion de
tejidos dafiados (Chen 2009).

Los PHAs también se han empleado con éxito desde principios de la década de los 90 como
vehiculos para la liberacién controlada de farmacos como antibidticos o antitumorales. Por
ejemplo el P(HB-co-HV) se puede emplear en administracién oral de sustancias (Gould et al.
1987). Por el momento sélo PHB y P(HB-co-HV) han sido empleados para estos fines, pero se
espera la incorporacién de otros PHAs con distintas propiedades que mejoren el control sobre

la tasa de liberacion de los farmacos (Chen 2010).

PHAs para la produccion de biocombustibles: En el sector energético también se ha
empezado a esbozar una prometedora aplicacion de los PHAs. Recientemente, se ha llevado a
cabo por primera vez la esterificacidon de scl y mcl-PHAs mediante hidrdlisis acida en presencia
de metanol, obteniendo como producto los ésteres metilicos de los (R)-3-hidroxiacidos
correspondientes, 3HBME para el PHB y 3HAME para el mcl-PHA. Se observd que estos ésteres
metilicos presentaban unos calores de combustion de 20 y 30 kl/g, respectivamente, valores

comparables al del etanol, que es de 27 kl/g. Asimismo, se ha demostrado que afiadiendo un
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10% de estos ésteres metilicos al etanol se incrementa su calor de combustion hasta 30 y 35
kJ/g, respectivamente. En cambio, el calor de combustion descendié ligeramente cuando esta
adicion se realizé sobre n-butanol, n-propanol, gasolina o gaséleo, manteniéndose los valores
en un nivel razonable para un combustible (Zhang et al. 2009). Estos resultados abren la puerta
a una nueva fuente de combustibles alternativos que podrian ser obtenidos a partir de
productos de desecho de diversas industrias, ayudando asi a paliar el agotamiento de los

combustibles fdsiles.

Aplicaciones de los monémeros de PHAs: Las aplicaciones de los PHAs no se limitan a su uso
como bioplasticos. Como ya se ha discutido, los PHAs de origen bacteriano estan constituidos
por monémeros quirales enantioméricamente puros, con conformacién R. Dichos mondémeros
son por lo tanto (R)-hidroxiacidos (RHAs), y constituyen moléculas muy interesantes desde el
punto de vista quimico, ya que contienen, aparte de un centro quiral, un grupo hidroxilo y otro
carboxilo, ambos grupos muy faciles de modificar. Esto otorga a los RHAs un gran valor como
reactivos de partida en una enorme variedad de procesos de sintesis quimica, ya que la sintesis
convencional de moléculas enantioméricamente puras suele requerir caros y complejos
procesos de catalisis con metales (Ren et al. 2010). Mediante sintesis a partir de RHAs se
podrian obtener compuestos como antibidticos (por ejemplo macrdélidos o carbapenémicos),
vitaminas, aromas o feromonas (Chiba y Nakai 1985). Sin embargo, muchos de estos procesos
no estan siendo llevados a cabo actualmente a escala industrial debido a que estdn sujetos a la
disponibilidad de los distintos RHAs, de los que sdlo unos pocos pueden ser obtenidos en
estado puro y en cantidades suficientes.

Los RHAs procedentes de la degradacién in vivo o in vitro de los PHAs naturales también
pueden ser empleados en la sintesis de nuevos polimeros sintéticos, cuya composicion
monomérica sea definida con precisién. De esta forma, se pueden conseguir homopolimeros y
copolimeros aleatorios o en bloque, que no se puedan obtener facilmente por fermentacion
con bacterias, asi como nuevos poliésteres quirales polimerizando RHAs con mondmeros de
otra naturaleza, o incluso dendrimeros (Chen 2010).

Ciertos RHAs tienen, por si mismos, diversas propiedades o actividades interesantes. El mas
estudiado, por su alta disponibilidad, es el (R)-3-hidroxibutirato. Se han descrito actividades
antimicrobianas, antiviricas e insecticidas de este hidroxiacido (Tokiwa y Ugwu 2007), asi como
varias aplicaciones en medicina. Por ejemplo, se usa para tratar lesiones traumaticas en las
gue sea beneficioso un alto nivel de cuerpos cetdnicos en sangre, como el shock hemorragico,
guemaduras extensivas e hipoxia o isquemia cerebral. También reduce la tasa de muerte

neuronal en modelos in vitro de enfermedades como Alzheimer o Parkinson y presenta efectos
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positivos en el crecimiento de osteoblastos in vitro y en el tratamiento de la osteoporosis in
vivo (Chen 2010). Ademas, el (R)-3-hidroxibutirato posee propiedades muy ventajosas para su
uso como farmaco, como su gran tolerancia en humanos y su corta vida media, que han
permitido su uso directo por via oral.

Con alrededor de 150 hidroxidcidos diferentes que pueden integrar los PHAs, sus potenciales
aplicaciones en muchos sectores de la industria estdn aun por explorar. Los avances en los
sistemas de produccidon y purificacion de RHAs podran abrir la puerta a su estudio y al

desarrollo de nuevas aplicaciones.

2.5 Degradacidén enzimatica de PHA

Las enzimas que catalizan la hidrdlisis de los enlaces éster entre los monédmeros de los PHAs
son denominadas polihidroxialcanoato despolimerasas o PHA despolimerasas. Estas enzimas
se clasifican como carboxilesterasas y serina hidrolasas, ya que catalizan la hidrélisis de un
éster carboxilico mediante una serina catalitica, uno de los tres aminoacidos que conforman
una triada catalitica tipica de serina hidrolasas, junto con una histidina y un residuo acido de
un glutdmico o un aspartico.

Las PHA despolimerasas presentan una marcada especificidad de sustrato, a diferencia de las
PHA sintasas, capaces de polimerizar una gran variedad de mondmeros. En funcién del
polimero que sean capaces de hidrolizar se establecen dos tipos de PHA despolimerasas

perfectamente definidos:

scl-PHA despolimerasas: hidrolizan PHAs de cadena corta, con cadenas radicales de uno o dos
atomos de carbono (radicales metilo o etilo). Esto incluye el poli[(R)-3-hidroxibutirato],
poli[(R)-3-hidroxivalerato] y sus copolimeros. Estas enzimas se clasifican con el cédigo EC
3.1.1.75 de acuerdo a la reaccién que catalizan, y genéricamente se conocen como poli(3-

hidroxibutirato) despolimerasas.

mcl-PHA despolimerasas: hidrolizan PHAs de cadena media, con cadenas radicales de 3 o mas
carbonos (radicales propilo o mas largos), como el poli[(R)-3-hidroxioctanoato] o el poli[(R)-3-
hidroxidecanoato]; la mayor variedad de sus posibles componentes hace que esta clase de
PHAs sea mas heterogénea que la de los scl-PHAs, existiendo copolimeros con composicidon
monomeérica muy compleja. Por la reaccidn que catalizan estas enzimas se clasifican como EC

3.1.1.76, y su nombre genérico es poli(3-hidroxioctanato) despolimerasas.
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Por lo que se ha publicado hasta la fecha, las PHA despolimerasas son completamente
especificas para la hidrdlisis de scl o mcl-PHAs. Incluso en organismos capaces de degradar
ambos tipos de polimero se expresan enzimas distintas, especificas para cada tipo de PHA. De
hecho, en los copolimeros en los que se mezclan (R)-3-hidroxiacidos de cadena corta y media,
las PHA despolimerasas sélo son capaces de hidrolizar los enlaces éster entre monémeros del
mismo tipo, para el que son especificas (Jendrossek y Handrick 2002).

Aparte de esta importante division de las PHA despolimerasas respecto a la especificidad de
sustrato, cuando hablamos de degradacién enzimatica de los PHAs es importante distinguir
entre dos procesos claramente diferenciados: la degradaciéon intracelular y la degradacion

extracelular.

2.5.1 Degradacion intracelular de PHA: Este proceso es llevado a cabo en la superficie del
granulo de PHA, dentro del citoplasma de una bacteria productora de esta clase de
biopolimeros, y consiste en la movilizacién de la reserva de carbono y energia que representan
los granulos de PHA nativos. La acumulacién de PHA, como ya se ha indicado anteriormente,
se produce mayoritariamente durante un periodo de crecimiento desequilibrado, en el que ha
existido un exceso de fuente de carbono y/o un defecto de algtin otro nutriente esencial. Al
cesar este desequilibrio, la bacteria acumuladora puede utilizar este almacén energético y
nutricional para desarrollar sus funciones vitales de crecimiento y divisién. Para ello, las PHA
despolimerasas intracelulares degradan las cadenas de polimero liberando al citoplasma
mondmeros u oligdmeros solubles. En el caso de liberar oligdmeros como producto de
reaccion, la bacteria productora de PHA suele disponer de oligdmero hidrolasas intracelulares
(Delafield et al. 1965, Tanaka et al. 1981). Estas oligdmero hidrolasas degradan los oligémeros
a mondémeros mas sencillos, que a través de varias rutas metabdlicas, principalmente la B-
oxidacion y la sintesis de novo de acidos grasos, seran incorporados al metabolismo (Sugiyama

et al. 2004).

PHA despolimerasas intracelulares: Reciben el nombre de i-PHA despolimerasas, son las
enzimas que catalizan la despolimerizacion de las cadenas de PHA en el granulo nativo dentro
del citoplasma bacteriano, liberando como productos monémeros y oligémeros de acidos (R)-
3-hidroxialcanoicos. Este tipo de despolimerasas solamente se encuentra en bacterias
productoras de PHA. Como ya se ha comentado, los granulos de PHA en su estado nativo
mantienen el polimero en un estado amorfo y fluido, gracias a su envuelta proteolipidica. Es en
esta envuelta donde se encuentran embebidas las enzimas encargadas tanto de la sintesis

como de la degradacidn del PHA. Estas i-PHA despolimerasas estan en contacto directo con el
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polimero hidrofdbico, y son especificas para la degradacion del PHA en estado nativo, por lo
que también se las conoce como nPHA despolimerasas. Debido al complejo entorno
parcialmente hidrofébico en el que se localizan de forma natural, estas enzimas no suelen ser
muy estables en forma soluble en un medio extracelular (Handrick y Jendrossek 1998), lo que
dificulta, tanto su expresidon heterdloga, ya que por su caracter hidrofébico tienden a crear
cuerpos de inclusién (de Eugenio et al. 2007), como su aplicacion biotecnolégica como

biocatalizador inmovilizado (Chen 2009, Arroyo et al. 2011).

2.5.2 Degradacion extracelular de PHA: Se trata del proceso mediante el cual, un
microorganismo no necesariamente productor de PHA, hidroliza, mediante enzimas
extracelulares secretadas al medio externo, los granulos desnaturalizados de PHA, vertidos a
este medio por la muerte y lisis celular de bacterias acumuladoras.

La degradacién extracelular de PHA es, por tanto, la solubilizacién de estos sustratos
poliméricos desnaturalizados (dPHA), con el fin de liberar monémeros y oligdmeros de acidos
3-hidroxialcanoicos solubles. Si los productos mayoritarios de esta hidrélisis extracelular son
oligdmeros, la bacteria degradadora debera contar con oligdmero hidrolasas extracelulares
(Shirakura et al. 1983, Zhang et al. 1997). En caso de disponer Unicamente de oligémero
hidrolasas intracelulares, también deberan de contar con un sistema de transporte a través de
la pared y las membranas celulares, adecuado para asimilar los oligdmeros producidos y

usarlos como fuente de carbono y energia.

PHA despolimerasas extracelulares: Conocidas como e-PHA despolimerasas, estas enzimas
son secretadas al medio por una gran variedad de microorganismos, principalmente bacterias
y hongos, con el fin de solubilizar los granulos de dPHA del medio. Sin embargo, los PHA
extracelulares son una fuente secundaria de carbono, por lo que la expresion de las e-PHA
despolimerasas esta sujeta a represion catabdlica. Es decir, en presencia de otras fuentes de
carbono mas adecuadas, como glucosa o acidos organicos, se reprime la expresidon de estas
enzimas hidroliticas (Jendrossek et al. 1993). En algunas especies bacterianas la expresion de
las e-PHA despolimerasas se produce incluso en ausencia de PHA, por lo que se piensa que no
es necesaria una induccion de su expresion mediante el propio polimero (Jendrossek y
Handrick 2002), sino solamente la falta de fuentes de carbono mas adecuadas.

Como ya se ha explicado anteriormente, los granulos de PHA vertidos al medio, conocidos
como granulos desnaturalizados pierden su envoltura, y el PHA que contienen adopta una
estructura mas o menos cristalina, dependiendo del tipo de PHA que se trate. Las e-PHA

despolimerasas presentan una gran actividad sobre el PHA desnaturalizado, por lo que
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también se hace referencia a ellas como dPHA despolimerasas. Para llevar a cabo la
degradacion de los granulos se adsorben a ellos con gran afinidad, y los degradan erosionando
su superficie para liberar los productos solubles.

Respecto al mecanismo de accién de estas enzimas, se ha descrito que la hidrdlisis afecta
principalmente al segundo y tercer enlace éster desde el extremo hidroxilo de una cadena de
PHA (Nakayama et al. 1985), lo que apunta a un mecanismo exo-hidrolasa, aunque también se
ha demostrado que algunas PHA despolimerasas presentan actividad endo-hidrolasa,
pudiendo hidrolizar oligdmeros ciclicos de 3-hidroxialcanoatos (Brandl et al. 1995, Bachmann y
Seebach 1999, Scherer et al. 2000). Se asume que la mayoria, si no todas las dPHA
despolimerasas catalizan una actividad tanto endo como exohidrolasa.

Las dPHA despolimerasas comparten una serie de caracteristicas tipicas de enzimas hidroliticas

extracelulares:

e Presentan una gran estabilidad en amplios intervalos de temperatura, pH y fuerza idnica,
muchas son bastante resistentes incluso en presencia de disolventes organicos.

e Tamano molecular relativamente pequefio, siempre por debajo de 65 kDa. Ademas son
enzimas monoméricas, sélo presentan una Unica cadena polipeptidica, con la Unica
excepcion publicada de la mcl-PHA despolimerasa extracelular de Pseudomonas sp. RY-1,
descrita como homotetramérica (Kim et al. 2000b).

e Su pH éptimo suele ser alcalino, entre pH 7,5 y 10.

e La mayoria de dPHA despolimerasas sufren una inhibicién severa por agentes reductores,
asi como por inhibidores especificos de serina hidrolasas, por ejemplo el diisopropil
fluorofosfato (DFP) o el fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)

e No se unen a intercambiadores anidénicos como la dietilaminoetil-sefarosa (DEAE-sefarosa)

a pH neutro, sin embargo presentan gran afinidad por los soportes hidrofébicos.

scl-dPHA despolimerasas

También conocidas como dPHB despolimerasas, estas son las PHA despolimerasas mas
abundantes en la naturaleza y mejor conocidas. Como ya se ha comentado, son enzimas
extracelulares, con gran afinidad por dPHA de cadena corta (scl) como el PHB y copolimeros de
PHBV, sdlo algunas de estas enzimas presentan afinidad por el homopolimero de PHV. Son

producidas mayoritariamente por un amplio espectro de bacterias y hongos. Su estructura
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estd compuesta por varios dominios claramente diferenciados y con distintas funciones, tal

como se esquematiza en la figura 11:

Ve His
(oxianion)  Ser Asp His
( J( I I Ll Ll J( J(
Péptido seiial Dominio catalitico tipo 1 Péptido Dominio de
de secrecion espaciador unidn a sustrato
His (Fibronectina tipo (SBD)
Ser Asp His (oxianién) Il, secuencia rica en (Tipolo2)
treoninas o de tipo
[ || || || || ] cadherina)

Dominio catalitico tipo 2

Figura 11: Esquema de la organizacidn de los distintos mdédulos de las PHB despolimerasas
extracelulares. Los mddulos estan representados en el orden que ocupan a lo largo de la
estructura primaria de la enzima. Se indica la posicion relativa de los aminoacidos cataliticos
(Ser, Asp e His) y de la posible histidina de la cavidad del oxianidn (His oxianion) en los dos
tipos de dominio catalitico descritos. La tijera representa el sitio de corte del péptido sefial de
secrecion de la preproteina mediante peptidasas sefial, generando la despolimerasa madura.

Péptido senal de secrecidn: Estas PHA despolimerasas son sintetizadas en el interior de la
célula como preproteinas marcadas con un péptido sefial N-terminal de entre 20 y 60
aminodcidos de longitud, que las destina a ser secretadas hacia el exterior de la célula. Esta
secrecién desde el citoplasma se produce a través de la via Sec, un sistema general de
secrecién de proteinas desde el citoplasma dependiente de la presencia de un péptido seial
de secrecion. A continuacidn, en el caso de las bacterias Gram negativas, el transporte desde el
periplasma hacia el exterior parece proceder mediante la ruta tipo Il de secrecién (Sugimoto et
al. 2008), empleando complejos multiméricos de secretina y otras proteinas involucradas en
este sistema. En el proceso de translocacidn, ciertas peptidasas cortan este péptido sefial para

liberar la proteina madura en el medio extracelular.

Dominio catalitico: Situado en la regidon N-terminal de la proteina madura tras escindir el
péptido sefial. Es un dominio grande, supone mas de la mitad del tamafo de la despolimerasa
madura. Presenta homologia con muchas serina hidrolasas, y contiene una triada catalitica,
compuesta por una serina, una histidina y un acido aspdrtico. La serina catalitica esta situada
dentro de un pentapéptido conocido como "caja lipasa", cuya secuencia consenso de
aminoacidos es (Gly-X;-Ser-X,-Gly), pudiendo ser X; y X, diferentes aminodcidos. Esta caja
lipasa estd presente en casi todas las serina hidrolasas conocidas, tales como lipasas, esterasas

o serina proteasas (Brenner 1988). El dominio catalitico también cuenta con otra region
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Figura 12: Estructuras tridimensionales conocidas de PHB despolimerasas extracelulares. Las a-hélices y

[dminas 3 estan numeradas desde el extremo N-terminal hasta el C-terminal. A. Modelo tridimensional de la
PHB despolimerasa del hongo Penicillium funiculosum, de solo 33 kDa, mostrando los aminoacidos
cataliticos, las cisteinas y un oligosacarido (GIcNAc,Man;) formado por dos moléculas de N-acetil
glucosamina y tres manosas, unido covalentemente a una asparagina. Tomado de Hisano et al. 2006. B.
Modelo tridimensional de la PHB despolimerasa PhaZ7 de Paucimonas lemoignei, de 36.2 kDa, mostrando
sus aminoacidos cataliticos. Tomado de Papageorgiou et al. 2008.

importante para el mecanismo catalitico, se trata de la cavidad del oxianidn. En esta region se
encuentra una histidina (distinta de la histidina catalitica) totalmente conservada, cuya posible
funcién es estabilizar el intermediario tetraédrico de la reaccién, cargado negativamente
(oxianién), mediante un puente de hidrégeno. En funcidn de la posicion relativa que ocupe
esta histidina del oxianién en la secuencia primaria, respecto a los aminodcidos de la triada
catalitica, se pueden distinguir dos tipos de dominio catalitico en las dPHB despolimerasas: en
el tipo 1 la histidina del oxianién se encuentra mas cerca del extremo N-terminal que los
aminodacidos de la triada catalitica, como en las PHB despolimerasas de Pseudomonas
lemoignei (Briese et al. 1994, Jendrossek et al. 1995b), Alcaligenes faecalis (Kita et al. 1997) o
Ralstonia pickettii (Wang et al. 2002); en cambio, en el tipo 2 estd mds cerca del extremo C-
terminal que todos los aminodcidos cataliticos, como ocurre en las PHB despolimerasas de
bacterias Gram negativas de géneros como Comamonas (Jendrossek et al. 1995a, Shinomiya et
al. 1997), Leptothrix (Takeda et al. 2000), y Acidovorax (Kobayashi et al. 1999), y también
algunas Gram positivas como Streptomyces exfoliatus (Klingbeil et al. 1996). Sin embargo, la
funcion de estas histidinas altamente conservadas como estabilizadoras del oxianién es
especulativa. Es necesario contar con un modelo fiable de alta resolucion para determinar qué

aminodcidos se encuentran mejor posicionados para desempefiar esta funcion. Por ejemplo, el
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analisis de la arquitectura del centro activo de PHA despolimerasas cuya estructura
tridimensional se ha resuelto mediante cristalografia asistida por difracciéon de rayos X (Figura
12), ha revelado otros aminoacidos que probablemente estén involucrados en mayor medida
en la formacién de la cavidad del oxianidn, especialmente los enlaces peptidicos entre ciertos
aminoacidos circundantes al centro activo (Hisano et al. 2006, Papageorgiou et al. 2008). El
establecimiento de la estructura tridimensional de la PHB despolimerasa de Penicillium
funiculosum, con resolucidn a nivel atdmico, permitié detallar el mecanismo catalitico
mediante el cual esta enzima realiza la hidrélisis del PHB, que se muestra en la figura 13. Este
mecanismo puede servir como modelo para dilucidar el mecanismo catalitico de otras PHB

despolimerasas homoélogas, asi como los aminoacidos involucrados en la hidrélisis.
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Figura 13: Esquema del mecanismo catalitico de la PHB despolimerasa extracelular de
Penicillium funiculosum. Se indican los aminodcidos del centro activo involucrados en la

catdlisis, la unién al sustrato y la estabilizacidn del intermediario de reaccion. Adaptado
de Hisano et al. (2006).
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Dominio separador: Entre el dominio catalitico y el dominio C-terminal se encuentra una
region de unidn, de longitud variable, cuya funcién no se ha demostrado completamente y que
puede ser de diferente naturaleza. En cinco de las siete PHB despolimerasas extracelulares
descritas en Paucimonas lemoignei, este dominio consiste en una region de unos 40
aminodcidos rica en treoninas, con bloques repetitivos de dos a seis residuos de treonina. En
cambio, en muchas otras despolimerasas encontramos una secuencia que presenta homologia
con el dominio fibronectina tipo Ill; este dominio de aproximadamente 100 aminodcidos,
evolutivamente conservado en animales, bacterias y levaduras, adopta un plegamiento tipo
beta sandwich y esta presente en multitud de proteinas extracelulares, asi como en enzimas
procaridticas que hidrolizan polimeros, como por ejemplo quitinasas, celulasas vy
glucoamilasas. Adicionalmente se ha descrito otra clase de dominio espaciador en la dPHB
despolimerasa de Pseudomonas stutzeri (Ohura et al. 1999), también en torno a 100
aminodcidos de longitud, y con una secuencia tipo cadherina. Esta clase de secuencias tipo
cadherina también se encuentran en proteinas eucariotas, aunque estan mas generalizadas en
procariotas. Frecuentemente se encuentran fusionadas con otros dominios, como el dominio
fibronectina tipo Ill, también adoptan plegamientos tipo beta sandwich, y se cree que pueden
estar involucradas en funciones de unidn a carbohidratos (ver informacién del dominio en
Interpro, [http://www.ebi.ac.uk/interpro/] con el cddigo de acceso IPR025883).

Al parecer, la naturaleza de este dominio no es tan relevante como su presencia, ya que ciertos
experimentos de mutacién en los que se sustituyd uno de estos dominios (fibronectina tipo Ill)
por otro de distinto tipo (regidén rica en treoninas), permitieron obtener despolimerasas
igualmente funcionales. En cambio, si se deleciona totalmente esta regidn, la despolimerasa
no es capaz de llevar a cabo su reaccidn (Nojiri y Saito 1997). A la vista de estos resultados se
desarrolld la hipétesis de que la funcion de esta clase de dominio consiste en proporcionar una
distancia adecuada entre el dominio catalitico y el dominio de unidn a sustrato, localizado en
el extremo C-terminal, de forma que el primero disponga de la movilidad suficiente para
realizar la catalisis mientras la enzima estd adsorbida al polimero. Sin embargo, el alto grado
de conservacion encontrado en muchos aminoacidos de este dominio reduce la probabilidad
de que se trate Unicamente de un péptido de unidn (Jendrossek et al. 1995b), cabiendo la

posibilidad de que desempefie otro cometido desconocido hasta el momento.

Dominio de union a sustrato (Substrate Binding Domain o SBD): Se trata de un dominio de
entre 40 y 60 aminodcidos localizados en el extremo C-terminal de las dPHB despolimerasas.
Se ha demostrado que esta regidn es capaz por si sola de adherirse al dPHB con cierta

especificidad, ya que no tienen afinidad por otros polimeros como quitina o celulosa. Las
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despolimerasas a las que se les deleciona este dominio son incapaces de unirse al PHB, aunque
retienen la actividad esterasa sobre ésteres solubles de p-nitrofenol (Behrends et al. 1996,
Nojiri y Saito 1997, Briese y Jendrossek 1998). Existen varios tipos de dominios de unién a
dPHB, con un tamano parecido pero secuencias claramente diferenciadas, no obstante, ambos
presentan una serie de aminodcidos muy conservados, entre ellos algunos aminoacidos
polares con carga como histidina y arginina, otros polares sin carga como serina, asparagina o
glutamina y algunos mas hidrofébicos como tirosina o alanina. Los SBD de tipo 1, bastante
extendidos entre las dPHB despolimerasas conocidas, cuentan con dos cisteinas conservadas
en su secuencia, lo que hace pensar en la presencia de un puente disulfuro en este dominio,
mientras que los de tipo 2, Unicamente descrito en unas pocas dPHB despolimerasas como
PhaZly. y PhaZ4d,. de Paucimonas lemoignei, sélo presentan una cisteina (Jendrossek vy
Handrick 2002). Aun no se sabe si estos aminoacidos conservados en la secuencia de los SBD
son necesarios para adoptar una conformacién tridimensional adecuada o bien estan
implicados directamente en el establecimiento de interacciones con el polimero de tipo
hidrofilico, hidrofébico o electrostatico. Por otra parte, en la dPHB despolimerasa de Bacillus
sp. NRRL B-14911 se han descrito otros dos nuevos dominios de unidn a sustrato, sin
homologia con los anteriormente citados. Ambos dominios son suficientes por si solos de
unirse al PHB con gran afinidad, y en esta despolimerasa se disponen adyacentes en su
estructura primaria. Esta enzima de Bacillus constituye una nueva clase de dPHB
despolimerasas, porque a pesar de tener un dominio catalitico de tipo 1, su probable péptido
de unién también posee caracteristicas propias y no presenta homologia con ninguno de los
detallados en el epigrafe anterior (Ma et al. 2011).

Los avances mas importantes en la caracterizacion del dominio y mecanismo de unién a
sustrato de una PHB despolimerasa se han desarrollado recientemente con la PHB
despolimerasa PhaZ7,. de Paucimonas lemoignei, esta despolimerasa es muy peculiar en
muchos sentidos, ya que a pesar de ser una enzima extracelular sélo presenta afinidad por los
granulos nativos de PHB, siendo la primera e-nPHB despolimerasa descrita (Handrick et al.
2001). PhaZ7,, no presenta homologia de secuencia con ninguna otra PHB despolimerasa, y
parece carecer de un dominio de unién a sustrato definido, en cambio, mediante
experimentos de mutagénesis dirigida y gracias a la cristalizacidon de esta despolimerasa, se
han podido identificar, en distintas regiones de la secuencia, hasta cinco aminodcidos
hidrofébicos (tirosinas y triptofanos) directamente implicados en la unién al nPHB (Hermawan

y Jendrossek 2010, Jendrossek et al. 2013).
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2.5.3 Antecedentes y situacion actual del estudio de las PHA despolimerasas

La actividad scl-PHA despolimerasa extracelular en los ecosistemas naturales parece estar
bastante mas extendida en comparacion con la mcl-PHA despolimerasa (de Eugenio et al.
2007), esto ha propiciado el desarrollo de un mayor conocimiento de las PHB despolimerasas,
tanto intracelulares como extracelulares. A partir de los afios 90 se han realizado grandes
avances en el metabolismo de las bacterias acumuladoras de PHB y PHBV, especialmente de
Ralstonia eutropha H16 (Doi et al. 1990, Saito et al. 1995, Handrick et al. 2000, Saegusa et al.
2001), (anteriormente clasificada como Hydrogenomonas eutropha H16 vy Alcaligenes
eutrophus). El metabolismo de produccién y degradacion de PHAs en R. eutropha se ha venido
estudiando desde los afios 70 (Oeding y Schlegel 1973), y se ha llegado a convertir en el
microorganismo modelo para el estudio de la produccién de PHB.

Respecto a las scl-PHA despolimerasas extracelulares, también experimentaron un notable
auge en su estudio, gracias en gran medida a las investigaciones con Paucimonas lemoignei
(Nakayama et al. 1985, Briese et al. 1994, Jendrossek et al. 1995b, Handrick et al. 2001),
nombrada asi en honor a Maurice Lemoigne, que describid por primera vez la naturaleza de los
PHAs. En esta bacteria se han descubierto hasta 7 despolimerasas extracelulares de PHB. Aun
no se ha determinado con claridad la ventaja adaptativa de disponer de una bateria de 7 PHB
despolimerasas, aunque la presencia de varias isoenzimas extracelulares en la misma especie
bacteriana, con diferente afinidad para cadenas de polimero de distinta longitud podria ejercer
un efecto sinérgico para la degradacion del PHB. Este fendmeno sinérgico se ha observado
frecuentemente en la degradacion de otros polimeros naturales como la celulosa o la quitina
(Jendrossek y Handrick 2002). En este campo de las scl-PHA despolimerasas extracelulares, la
mayor parte del conocimiento acumulado a nivel bioquimico se concentra en PHB
despolimerasas procedentes de bacterias Gram negativas, como la ya nombrada Paucimonas
lemoignei, y otras especies como Alcaligenes faecalis (Saito et al. 1989), Pseudomonas stutzeri
(Ohura et al. 1999), Marinobacter sp. (Kasuya et al. 2003), Schlegelella sp. (Romen et al. 2004),
Thermus thermophilus (Papaneophytou et al. 2009) o Comamonas acidovorans (Kasuya et al.
1997). Por el contrario, las enzimas procedentes de Gram positivas comparativamente han
recibido mucha menor atencién, a pesar de que bacterias Gram positivas dentro del género
Bacillus o Streptomyces, asi como actinomicetos en general, han sido reconocidos como
algunos de los microorganismos degradadores de PHB mds numerosos y relevantes en suelos
de diversa composicién (Mergaert et al. 1993, Savenkova et al. 2000), asi como en compost y
en ambientes acuaticos naturales (Mergaert et al. 1994, Mergaert et al. 1995). Entre los
escasos representantes de dPHB despolimerasas extracelulares de Gram positivas purificadas y

caracterizadas se encuentran las de Bacillus megaterium N-18-25-9 (Takaku et al. 2006),
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Bacillus sp. NRRL B-14911 (Ma et al. 2011) y la de Streptomyces exfoliatus K10 (Klingbeil et al.
1996).

En cambio, la investigacién de las mcl-PHA despolimerasas se ha desarrollado mas lentamente,
en el ano 2000 sdlo se contaba con unas pocas mcl-PHA despolimerasas caracterizadas, todas
de gamma-proteobacterias como Pseudomonas fluorescens GK13 (Schirmer y Jendrossek
1994), Pseudomonas sp. RY-1 (Kim et al. 2000b) o Xanthomonas sp. 1502 (Kim et al. 2000a). Ha
sido en la década pasada cuando se ha empezado a disponer de un ndmero considerable de
mcl-PHA despolimerasas, tanto intra como extracelulares, y caracterizadas en mayor o menor
medida. Estas enzimas son procedentes de bacterias de la familia Pseudomonadaceae, como
por ejemplo Pseudomonas alcaligenes LB19 (Kim et al. 2002, Kim et al. 2005), P. putida KT2442
(de Eugenio et al. 2007, de Eugenio et al. 2008), y también de otros grupos, como la bacteria
depredadora Bdellovibrio bacteriovorus HD100 (Martinez et al. 2012), y actinomicetos como
Streptomyces sp. KJ-72 (Kim et al. 2003), Streptomyces roseolus SL3 (Gangoiti et al. 2012) o
Streptomyces venezuelae SO1 (Santos et al. 2013). Paralelamente, también ha crecido el
interés por la aplicacién de estas enzimas y sus bacterias productoras en diversos procesos de
interés industrial (Ruth et al. 2007, Gangoiti et al. 2010, Arroyo et al. 2011).

Con los recientes avances en las técnicas de secuenciacion masiva de DNA (Glenn 2011, Dini-
Andreote et al. 2012), el nimero de genomas bacterianos completamente secuenciados y
disponibles para su libre consulta se ha incrementado notablemente, por lo que existen
numerosas secuencias génicas codificantes que podrian corresponder a PHA despolimerasas.
Muchas de las secuencias disponibles hasta 2009 estan recogidas en la base de datos PHA
Depolymerase Engineering Database (DED) desarrollada por el grupo del profesor Pleiss de la
Universidad de Stuttgart (Knoll et al. 2009). Esta base de datos retine 587 secuencias de PHA
despolimerasas (tanto caracterizadas como putativas) y las agrupa sistematicamente en
superfamilias y familias de homologia, suponiendo una ayuda practica para predecir la
presencia de estas despolimerasas en multitud de microorganismos, asi como su localizacion
celular y caracteristicas bioquimicas. No obstante se requiere de metodologia experimental
para certificar las predicciones bioinformaticas realizadas por esta base de datos (Sznajder y
Jendrossek 2011). En dicha base de datos existen 364 secuencias atribuidas a dPHB
despolimerasas extracelulares, organizadas en 24 familias de homologia. Entre estas
secuencias estd la de Streptomyces hygroscopicus subsp. ascomyceticus ATCC 14891,
subespecie posteriormente reclasificada como Streptomyces ascomycinicus (Kumar vy
Goodfellow 2010). Esta secuencia codificante (fkbU) se describié dentro de la regién génica
FK520 (Wu et al. 2000), que codifica un conjunto de enzimas responsables de la ruta sintética

del macrélido ascomicina o FK520, compuesto con actividad antifungica, neurotréfica e
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inmunosupresora. Sin embargo, por homologia se le asignd la funciéon de PHB despolimerasa,
proponiendo los autores que esta enzima podria .ser responsable de suministrar y mantener
un elevado nivel de 3-hidroxidcidos como precursores para la sintesis de ascomicina. Cabe
destacar que esta posible PHB despolimerasa presenta homologia con despolimerasas
extracelulares como PhaZ3 de Paucimonas lemoignei, por lo que el suministro de 3-
hidroxiacidos dependeria de la presencia de PHB extracelular, no de un acumulo intracelular

del propio Streptomyces ascomycinicus, como sugirieron los autores.

3. Caracteristicas e importancia del género Streptomyces

El género Streptomyces es uno de los aproximadamente 120 géneros que forman parte del
orden Actinomycetales, dentro de la clase Actinobacteria. Consta de mas de 500 especies
conocidas, mas que cualquier otro género del dominio Bacteria (Hain et al. 1997). Se trata de
bacterias filamentosas, Gram positivas y aerobias, con un contenido de Guanina y Citosina
(G+C) en sus genomas de entre el 69 y el 78%, mucho mas elevado que otros géneros de Gram
positivas no actinomicetos, como Clostridium, Staphylococcus, Bacillus o Streptococcus, que
pueden presentar contenidos de G+C inferiores al 50%. El contenido elevado de G+C es
caracteristico de todos los actinomicetos, y sirve para diferenciar esta importante rama dentro
de las bacterias Gram positivas (Hopwood 2006). Los Streptomyces son bacterias miceliares,
con una morfologia aparentemente mas cercana a los hongos que a las demas bacterias. Esto
hizo que, hasta finales de los afios 50, los actinomicetos fuesen considerados como un filo
intermedio entre hongos y bacterias, aunque evidentemente carecen de nucleo, mitocondrias
o cloroplastos (Kieser et al. 2000). Las colonias de Streptomyces constan de “tejidos”
diferenciados, rasgo muy poco usual en las demas bacterias y conocido como pleomorfismo.
Esto se debe a su complejo ciclo de vida, por el cual, a partir de una espora esférica y
quiescente, cuando se dan las condiciones adecuadas, se generan uno o mas tubos germinales
o hifas, que se elongan mediante crecimiento apical, creando septos celulares transversales a
intervalos, e iniciando ramificaciones laterales con nuevos apices en crecimiento, lo que les
permite incrementar su biomasa casi exponencialmente. Esta es la fase de crecimiento
vegetativo, que debido al crecimiento apical con ramificaciones, resulta en un complejo
entramado de hifas. Cuando los nutrientes del medio empiezan a agotarse, este micelio
sustrato o vegetativo comienza a emitir hifas reproductivas (espordforos) que se extienden
hacia los espacios aéreos del medio, y después de cierta elongacion, los extremos distales de
estas hifas empiezan a compartimentalizarse para dar lugar a cadenas de esporas terminales o

conidios (Anderson y Wellington 2001, Hopwood 2006). Este proceso de esporulacién se
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produce a costa de la biomasa del micelio sustrato, que sufre una lisis extensiva para alimentar
el crecimiento de las hifas reproductivas (Miguélez et al. 1999). Las esporas, una vez maduras,
serdan liberadas al medio, y al encontrarse en condiciones adecuadas germinaran desarrollando

nuevo micelio sustrato (Figura 14).

Esporas libres

Cadenas
de esporas

Esporas
germinando

——

Ciclo de vida
de
Streptomyces

Micelio
aéreo

Crecimiento

. vegetativo
aereo

o sustrato

Figura 14: Esquema general del ciclo de vida de las bacterias del género
Streptomyces, mostrando el pleomorfismo de sus distintas fases.
Modificado de Brooks et al. (2012).

Las bacterias del género Streptomyces estan entre los mds abundantes y representativos
habitantes de los suelos de todo el planeta, aunque se las puede encontrar en multitud de
ecosistemas. La mayoria de las especies son sapréfitas, obteniendo sus nutrientes de la
materia organica en descomposicion. Debido a este modo de vida, son capaces de producir
una cantidad excepcionalmente elevada de enzimas hidroliticas extracelulares, como celulasas,
quitinasas, xilanasas o lignocelulasas, que les permiten degradar y asimilar todo tipo de
polimeros naturales, entre ellos algunas de las sustancias naturales mas resistentes a la
biodegradacién como la quitina o la lignocelulosa. Por esta extensa bateria de actividades
hidroliticas, los Streptomyces desempefian un papel primordial en el inicio de la composicidn
de la materia orgdnica en los habitats terrestres. Sus excepcionales capacidades hidroliticas
permiten que algunas especies establezcan una aparente relacion de simbiosis en el intestino
de ciertas termitas xiléfagas. Por otra parte, existen especies de Streptomyces que son
patégenas de raices o tubérculos vegetales, como Streptomyces scabies, que produce la sarna

de la patata (Chater et al. 2010).

59



Introduccion

Una de las caracteristicas mdas notables del género Streptomyces es su prodigiosa capacidad
para producir metabolitos secundarios, principalmente antibidticos. Se llaman metabolitos
secundarios a aquellas moléculas pequefias (generalmente menos de 3.000 Da) de naturaleza
extremadamente diversa y funcién natural muchas veces no muy bien establecida, sintetizados
por plantas y microorganismos, pero que no son esenciales para su metabolismo (Berdy 2005,
Chaudhary et al. 2013). De los miles de metabolitos secundarios bioactivos documentados,
mads de un tercio son producidos por alguna especie de Streptomyces. Entre ellos podemos
encontrar actividades antibidticas, antitumorales, inmunosupresoras, antihelminticas,
citostdticas, efectoras del crecimiento de plantas, herbicidas e insecticidas. Este vasto
reservorio de productos hace de Streptomyces el género de microorganismos mas importante

desde el punto de vista industrial.
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Objetivos

Como ya se ha comentado, la degradaciéon enzimatica de los polihidroxialcanoatos es un
proceso biotecnoldgico interesante, no sdlo con el propdsito de paliar la acumulacién excesiva
de residuos pldsticos en el medio ambiente, sino también por la posibilidad de aprovechar los
mondmeros u oligdmeros producto de la hidrdlisis de los PHAs como compuestos quirales de
alto valor anadido. Estos productos de reaccién pueden ser empleados para la sintesis de
polimeros con propiedades fisicoquimicas a medida, y también como materiales de partida en
la sintesis de multitud de farmacos quirales enantioméricamente puros.

Adicionalmente, el conocimiento relativo a las PHB despolimerasas de bacterias Gram
positivas, particularmente de actinomicetos, es escaso en comparacién con el existente sobre
las pertenecientes a Gram negativas o a hongos. Los actinomicetos son reconocidos por su
gran versatilidad y capacidad de degradar todo tipo de macromoléculas en la naturaleza, por lo
gue representan una importante fuente de enzimas degradadoras de posible aplicacion
industrial.

Por lo tanto, los objetivos concretos establecidos para esta tesis se pueden resumir en los

siguientes epigrafes:

1. Identificacion y deteccidn de nuevas actividades PHA despolimerasa extracelulares en

cepas bacterianas del género Streptomyces.

2. Confirmacién de Streptomyces ascomycinicus como productor de PHB despolimerasa

extracelular.

3. Clonaciéon y expresion heterdloga de los genes phaZs,, que codifica la PHB
despolimerasa extracelular de Streptomyces exfoliatus (PhaZs,.,), y fkbU, que codifica

una putativa PHB despolimerasa en Streptomyces ascomycinicus (PhaZs,).

4. Purificacion de ambas PHB despolimerasas y caracterizacién funcional y estructural de

PhaZs., y PhaZ,.

5. Desarrollo de aplicaciones biotecnoldgicas de PhaZs, y PhaZs, principalmente

preparacidn de biocatalizadores inmovilizados reutilizables de las PHB despolimerasas

para la degradacion de PHB.
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1. Reactivos

Los siguientes ingredientes de medios de cultivo fueron suministrados por Difco, Becton-
Dickinson (Estados Unidos): extracto de levadura, bactotriptona, extracto de malta, agar
bacteriano. La harina de soja fue adquirida a El Granero Integral (Espafia). El manitol procedio
de Fluka (Suiza). La glucosa y sacarosa fueron de Sigma-Aldrich (Estados Unidos). Los
antibioticos ampicilina y kanamicina, asi como el isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG)
fueron suministrados por Sigma-Aldrich.

Los siguientes disolventes fueron adquiridos a Scharlab (Espafia): etanol absoluto, etanol 96%,
acido acético glacial, metanol, acetona, acetonitrilo, cloroformo, 2-propanol, 2-
mercaptoetanol, dimetilformamida, tolueno, tetrahidrofurano, etilenglicol, dietilenglicol vy
trietilenglicol. El glicerol, acido clorhidrico y dimetilsulféxido fueron adquiridos a Sigma-Aldrich
y el fenol a Amresco (Estados Unidos).

Las siguientes sales fueron suministradas por Sigma-Aldrich: NaCl, KCl, MgCl,, MnCl,, CaCl,,
(NH,),SO,4, CuSO,, FeSO, y ZnS0O,. El MgS0O, fue de Probus (Espafa). Los tampones fosfato
potasico (monobasico y dibasico), acido bdrico, citrato potasico, Tris (Trizma base), MES, asi
como el hidréxido sédico, fueron de Sigma-Aldrich.

La DNA polimerasa Pfu fue de Promega (Estados Unidos). La DNA ligasa T4 fue de Roche
(Alemania), la RNasa A, lisozima, B-hidroxibutirato deshidrogenasa de Pseudomonas lemoignei
y el B-NAD fueron de Sigma-Aldrich. Las enzimas de restriccién y los dNTPs fueron adquiridos a
Roche y New England Biolabs (Estados Unidos). Los oligonucleétidos para PCR fueron
sintetizados por Sigma Aldrich.

La agarosa (D1 Media EEO) fue de Pronadisa (Espafa). El marcador de pesos moleculares
ADNA-BstEll fue de MBI Fermentas (Alemania). Los marcadores de peso molecular de amplio
intervalo sin teiiir y pretefiidos (Precision Plus All Blue), fueron adquiridos a Bio-Rad (Estados
Unidos). La tincidon para DNA GelRed fue suministrada por Biotium (Estados Unidos). El reactivo
de Bradford fue adquirido a Bio-Rad, la albumina de suero bovino (BSA) y y-globulina bovina
fueron de Pierce Biotechnology (Estados Unidos). El anticuerpo de cabra anti-conejo
conjugado con el fluoréforo Alexa Fluor 488 fue suministrado por Molecular Probes (Estados
Unidos), el anticuerpo de cabra anti-conejo conjugado con peroxidasa de rabano fue de Nordic
Immunology (Holanda).

El (R)-3-hidroxibutirato sédico, y los polimeros PHB, PHBV 5%, PHBV 12% y almidén de maiz
fueron provistos por Sigma-Aldrich. El poli[(R)-3-hidroxioctanoato-co-(R)-3-hidroxihexanoato]

[P(HO-co-HH)] fue suministrado por Biopolis S. L. (Espafia). Los sustratos cromogénicos pNP-
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acetato, pNP-butirato, pNP-valerato, pNP-hexanoato, pNP-octanoato y pNP-decanoato, asi
como el pNP fueron provistos por Sigma-Aldrich.

Los siguientes reactivos de modificacion quimica de aminodacidos fueron adquiridos a Sigma-
Aldrich: fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), dietilpirocarbonato (DEPC), 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), glicinamida, p-hidroximercuribenzoato (pHMB) vy
acido 5,5 -ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB o reactivo de Ellman). La cisteina fue de Merck.

Los siguientes reactivos también fueron suministrados por Sigma-Aldrich: Glicina, acrilamida,
N,N'-metilenbisacrilamida, acido etilendiaminotetraacético (EDTA), azul de bromofenol, azul
brillante de Coomassie G-250, rojo Ponceau, negro amido, tioglicolato sédico, perdxido de
hidrégeno, diaminobencidina, dodecilsulfato sdédico (SDS), Tween-20, Triton X-100, ditiotreitol
(DTT), 2-mercaptoetanol, PEG 35.000, PEG 3.350, particulas magnéticas (6xido de hierro (lI,
I1)/magnetita), glutaraldehido y aceite mineral. La metil-B-ciclodextrina fue proporcionada por
CTD Inc. (Estados Unidos), el persulfato amadnico y las membranas de nitrocelulosa por Bio-
Rad. Las membranas de PVDF fueron de Merck-Millipore (Alemania). La leche desnatada en
polvo fue de Central Lechera Asturiana (Espafia). Las membranas de didlisis de tamafio de poro
12-14 kDa fueron de Medicell International Ltd. (Reino Unido).

Los siguientes reactivos de sintesis fueron suministrados por Sigma-Aldrich: B-butirolactona, y-

butirolactona, s-caprolactona, 3-fenil-propanol, trimetilolpropano y 3-hidroxibutirato de etilo.

2. Cepas bacterianas, medios y condiciones de cultivo

Todas las cepas bacterianas empleadas durante el desarrollo de esta tesis estan recogidas en la
tabla 1.

Como fuente de DNA cromosdmico para la clonacién de los genes de las PHB despolimerasas
extracelulares se emplearon las cepas Streptomyces exfoliatus DSMZ 41693 y Streptomyces
ascomycinicus sp. nov. DSMZ 40822 (Kumar y Goodfellow 2010), (conocido anteriormente
como S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus y S. hygroscopicus subsp. ascomyceticus ATCC
14891), ambas especies descritas previamente como productores de PHB despolimerasas
extracelulares (Klingbeil et al. 1996, Wu et al. 2000).

Para la evaluacion de las actividades PHB y PHO despolimerasa extracelulares en cepas de
Streptomyces se emplearon las siguientes cepas: S. coelicolor CECT 3243, S. lividans NRRL B-
16148, S. albus 11074, S. lavendulae ATCC 13664, S. ascomycinicus DSMZ 40822 y S. exfoliatus

DSMZ 41693 como control positivo para ambas actividades.
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Tabla 1: Cepas bacterianas, plasmidos y construcciones usados en esta tesis

Cepa bacteriana o plasmido

Genotipo relevante o descripcion

Referencia

Cepas bacterianas

Escherichia coli DH5a

Escherichia coli BL21(DE3)

Streptomyces ascomycinicus
DSMZ 40822

Streptomyces exfoliatus
DSMZ 41693

Streptomyces coelicolor
CECT 3243

Streptomyces lividans

NRRL B-16148

Streptomyces albus 11074

Streptomyces lavendulae
ATCC 13664
Rhodococcus sp. T104

F" $80d/acZAM15 endA1l recAl hsdR17 (r,my’)

SupE44 thi-1 gyrA96 relAl A(lacZYA-argF)U169 A

F ompT gal decm lon hsdSg(rg” mg) A(DE3 [/acl
lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])

Productor de PHB despolimerasa extracelular

Productor de PHB y PHO despolimerasas
extracelulares

Cepa empleada para la evaluacién de actividad
PHB y PHO despolimerasa extracelular

Cepa empleada para la evaluacion de actividad
PHB y PHO despolimerasa extracelular

Cepa empleada para la evaluacion de actividad
PHB y PHO despolimerasa extracelular

Cepa empleada para la evaluacion de actividad
PHB y PHO despolimerasa extracelular

Cepa silvestre, apta para clonacidn y expresion

(Hanahan 1983)

Invitrogen

(Wu et al. 2000, Kumar
y Goodfellow 2010)

(Klingbeil et al. 1996)

(Hernandez et al. 1997)

KACC 21099 de proteinas con el vector pNV19
Plasmidos
Vector de clonacion y expresion para cepas de
PET28 Escherichia coli. 5,4 kb Novagen
Construccién derivada de pET28 conteniendo el Este trabajo (Garcia-
pEPET1 s o L .
gen phaZs,, con péptido sefial de secrecion Hidalgo et al. 2012)
DEPET2 Construccion derivada de pET28 conteniendo el Este trabajo (Garcia-
gen phaZs,, sin péptido sefial de secrecion Hidalgo et al. 2012)
OHPET Construccién derivada de pET28 conteniendo el Este trabajo (Garcia-
gen fkbU Hidalgo et al. 2013)
Vector bifuncional para E. coliy Streptomyces. y
PEM4 ApR Tsr® permE* pUCori pWHM4ori 7,9 kb (Quirds et al. 1998)
Construccién derivada de pEM4 conteniendo el Este trabajo (Garcia-
pEPEM1 - . o .
gen phaZs,., con péptido sefial de secrecion Hidalgo et al. 2012)
DEPEM?2 Construccién derivada de pEM4 conteniendo el Este trabajo (Garcia-
gen phaZs,, sin péptido sefial de secrecion Hidalgo et al. 2012)
OHPEM Construccién derivada de pEM4 conteniendo el Este trabajo (Garcia-
gen fkbU Hidalgo et al. 2013)
Vector bifuncional para E. coliy Rhodococcus. .
PNV19 Km® pAL50000ri lacZ ColELori. 4,4 kb (Chiba et al. 2007)
DEPNV1 Construccién derivada de pNV19 conteniendo el  Este trabajo (Garcia-
gen phaZs,, con péptido sefial de secrecion Hidalgo et al. 2012)
DEPNV2 Construccién derivada de pNV19 conteniendo el  Este trabajo (Garcia-
gen phaZs,, sin péptido sefial de secrecion Hidalgo et al. 2012)
OHPNV Construccién derivada de pNV19 conteniendo el  Este trabajo (Garcia-
gen fkbU Hidalgo et al. 2013)
pHPNV Construcciones derivadas de pHPNV con ER N o
S131A/S131C/D209N/ mutaciones en los codones que codifican los Hidalgo et al, 2013)
H269E/H269Q aminoacidos cataliticos de PhaZs, ’
Construccidn a partir de pHPNV con un péptido
pHPNV*GTG sefial acortado y un coddn de inicio alternativo Este trabajo

(GTG)
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Escherichia coli DH5a. se usé como hospedador para experimentos de subclonacién. E. coli
BL21(DE3) se empled como hospedador para la sobreproduccion de PHB despolimerasas
clonadas bajo el control del promotor T7.

La cepa silvestre Rhodococcus sp. T104 KACC 21099 (Herndndez et al. 1997) se empleé como
hospedador para la expresion extracelular de las PHB despolimerasas clonadas de
Streptomyces. Esta cepa fue amablemente proporcionada por el laboratorio del Dr. Gerben
Zylstra de la Universidad estatal de Rutgers (New Jersey, Estados Unidos).

Todos los medios de cultivo sélidos se prepararon con bactoagar 1,5% (p/v). Cuando fue
necesario se afiadieron los siguientes antibiéticos en las concentraciones sefialadas: ampicilina
100 pg/mL; kanamicina 50 pg/mL para E. coli y 100 o 200 pug/mL para Rhodococcus sp. T104.
Las cepas de E. coli se cultivaron en medio rico Luria-Bertani (LB) (10 g/L bactotriptona, 5 g/L
extracto de levadura y 10 g/L cloruro sddico, pH 7,5) (Sambrook y Russell 2001) a 37°C durante
16 a 24 horas, suplementado con el inductor isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) 0,5
mM cuando fue necesario para la expresion de genes clonados.

Las cepas de Rhodococcus sp. T104 se cultivaron en medio rico 2xYT (16 g/L bactotriptona, 10
g/L extracto de levadura y 5 g/L cloruro sédico, pH 7) (Sambrook y Russell 2001) suplementado
con 25 mL de una solucién de glucosa 1 M esterilizada por filtraciéon por cada litro de medio
(medio 2xYTG), a 30°C durante 72 horas.

Las células de Streptomyces se esporularon en medio sélido SFM (20 g/L harina de sojay 20 g/L
manitol) (Kieser et al. 2000), tras 5 dias de incubacién a 30°C en condiciones de elevada
humedad, las esporas fueron recogidas mediante raspado con asa de siembra y lavadas con
una solucién estéril de cloruro sddico 0,9% (p/v). Para la purificacion de DNA gendmico, estas
esporas se cultivaron aerébicamente durante 72 horas en medio liquido YEME (3 g/L extracto
de levadura, 5 g/L bactopeptona, 3 g/L extracto de malta, 10 g/L glucosa, 340 g/L sacarosa, 5
mM MgCl,) (Kieser et al. 2000), suplementado con glicina 0,5% (p/v), para permitir un
crecimiento dispersado.

Para la deteccion de actividad PHA despolimerasa extracelular en cepas de Streptomyces las
esporas lavadas se sembraron en placas de medio minimo salino (2,64 g/L (NH.),SO,, 2,38 g/L
KH,PO,, 5,65 g/L K,HPO,, 1 g/L MgS0,4-7 H,0, 6,4 mg/L CuSO,-5 H,0, 1,1 mg/L FeSO,-7 H,0, 7,9
mg/L MnCl,-4 H,0, 1,5 mg/L ZnSO,-7 H,0, pH 7) (Pridham y Gottlieb 1948), suplementadas
mediante una capa fina superficial de medio sélido estéril con 1 mg/mL de PHB en suspension
acuosa o emulsion de P(HO-co-HH) en agua como Unica fuente de carbono. Las placas se

incubaron durante 120 horas a 30°C en condiciones de elevada humedad y aireacion.
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3. Plasmidos, manipulacién y secuenciacién de DNA

Los plasmidos empleados en el desarrollo de este trabajo estan detallados en la tabla 1.

El pldsmido pET28a(+) (Km®, promotor T7, lacl) (Novagen) se usé para la expresion de genes
clonados en E. coli BL21(DE3). Los plasmidos bifuncionales pEM4 (Ap®, Tsr®, permE*) (Quirds et
al. 1998) y pNV19 (Km", lacZ) (Chiba et al. 2007) se emplearon para obtener los vectores
recombinantes para expresiéon heteréloga de genes en Rhodococcus sp. T104. El plasmido
pEM4 fue facilitado por el Dr. José Antonio Salas, de la Universidad de Oviedo (Asturias,
Espafia). El plasmido pNV19 fue suministrado por el laboratorio del Dr. Gerben Zylstra de la
Universidad estatal de Rutgers (New Jersey, Estados Unidos).

El DNA cromosdmico de Streptomyces exfoliatus DSMZ 41693 y S. ascomycinicus DSMZ 40822
se purificd mediante lisis celular con lisozima, precipitacién proteica con fenol-cloroformo,
digestion con RNasa y precipitacion del DNA con 2-propanol, como se ha descrito
anteriormente (Kieser et al. 2000).

Las preparaciones de DNA plasmidico, digestiones con endonucleasas de restriccion,
ligaciones, transformaciones y otras manipulaciones del DNA se llevaron a cabo siguiendo
protocolos estandar para E. coli (Sambrook y Russell 2001) y Streptomyces (Kieser et al. 2000).
Las secuencias de DNA se obtuvieron mediante el método de terminacién de cadena didesoxi
(Sanger et al. 1977), con un secuenciador automatico DNA Analyzer 3730 (Applied
Biosystems), en el servicio de secuenciacion de DNA (Secugen) del Centro de Investigaciones
Bioldgicas (CSIC).

Las células electrocompetentes de Rhodococcus sp. T104 se obtuvieron mediante el siguiente
protocolo: 100 mL de medio 2xYTG en un matraz de 500 mL se inocularon hasta densidad
Optica a 600 nm (DOgqp) de 0,1 con un cultivo liquido de Rhodococcus sp. T104 crecido durante
24 horas. Se incubd este cultivo a 30°C con agitacion orbital a 250 rpm hasta alcanzar una
DOgy de 0,6. A continuacidn se recuperaron las células mediante centrifugacién a 3.500xg
durante 10 minutos y se resuspendieron en 2 mL de glicerol al 10% (v/v), después de 3 lavados
con 50 mL de glicerol 10%. Para la transformacién se afiadié una cantidad aproximada de 0,5
ug de DNA a una alicuota de 200 pL de suspension de células electrocompetentes en una
cubeta de electroporacion de 0,2 cm de paso. La electroporacién se llevé a cabo a 12,5 kV
cm™, 600 Q, y 25 uF usando un electroporador MicroPulser (Bio-Rad). Inmediatamente
después del pulso eléctrico se afiadi6 1 mL de medio 2xYTG y finalmente las células se
incubaron a 30°C durante 4 horas sin agitacién y se sembraron distintas alicuotas en medio

s6lido 2xYTG con 200 pg/mL de kanamicina. Las colonias transformantes aparecieron tras 72-
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120 horas, los plasmidos recombinantes que portaban se extrajeron y se analizaron mediante

electroforesis en geles de agarosa.

3.1 Construccion de cepas recombinantes

Para la expresion de la PHB despolimerasa extracelular de Streptomyces exfoliatus (PhaZs,,), la
secuencia codificante de su gen (phaZs,, 1.467 pb, nimero de acceso GenBank U58990.1)
(Klingbeil et al. 1996) fue amplificada por PCR en dos fragmentos diferentes, uno de ellos
incluia la posible secuencia codificante del péptido seial y el otro fragmento no. Para esta
amplificacién se usé DNA cromosdémico de Streptomyces exfoliatus DSMZ 41693 como molde.
La secuencia de los oligonucledtidos para PCR fue disefiada de acuerdo a las secuencias de los
extremos de phaZs,. Las secuencias de todos los oligonucleétidos empleados en esta tesis
estdn recogidas en la tabla 2. Se incluyeron dianas de restriccién para las endonucleasas Ncol,
Xbal y EcoRlI en los oligonucledtidos para facilitar la subclonacion de los fragmentos de PCR. La
secuencia consenso del sitio de unién del ribosoma (RBS) de Streptomyces (GGAGG) se incluyd
en los oligonucledtidos EPEM1 y EPEM2. La secuencia codificante del péptido sefal de

secrecion se incluyd en los oligonucledtidos EPET1 y EPEMAI.

Tabla 2: Oligonucleétidos de PCR usados en esta tesis para la clonacion de los genes phaZs,, y fkbU, y para
la mutagénesis dirigida de aminoacidos cataliticos de PhaZg,

Nombre del Longitud T Diana d
ombre de Secuencia (5'—3) ongitu i iana de

oligonucleétido (bp) (°C) restriccion
EPET1 ctagccatggcaatgaagatcagacaactcctcgtcgecgcecectg 45 89,3 Ncol
EPET2 ctagccatggccegttceggegecgaccecccggetegetccageag 45 97,8 Ncol
EPEM1 gctctagaggaggcacccatgaagatcagacaactcctcgtegec 45 86,7 Xbal
EPEM2 gctctagaggaggcacccatggccgttccggegecgacccccgge 45 96,9 Xbal
E3 ggaattctcagcaggtgacccagtagecccggggeggtctcec 41 89,5 EcoRl
HPET catgccatggcaatgcagccgecgecgttccggggaatectcacc 45 96,7 Ncol
HPEM gctctagaggaggaacacccatgcagecgecgecgticegggg 43 93,5 Xbal
H3 ggaattcctcagggacaggtgtcgtticgcgacggtgaagtagecg 45 89,6 EcoRl
S131A caccgggctggecgeeggegsg 21 79,7 -
S131A antisense ccgeceggeggecagececeggtg 21 79,7 =
S131C acatcaccgggctgtgcgecggcg 24 80,0 -
S$131C antisense cgccggcegcacagceccggtgatgt 24 80,0 -
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D209N gcacggcgacaagaacaccaccgtcgce 27 80,1 -
D209N antisense  gcgacggtggtgttcttgtcgeegtge 27 80,1 -
H269Q cgggcatcgggcagggcacccc 22 79,8 -
H269Q antisense  ggggtgccctgcccgatgeccg 22 79,8 -
H269E cgggcatcggggagggcaccccggt 25 79,3 -
H269E antisense accggggtgcecctcecccgatgececg 25 79,3 -
PhaZSaGTG gctctagaggacggcggggggtgctcacccgtctegtggecg 42 94,2 Xbal

*Las dianas de restriccidn introducidas estan marcadas en negrita. Los codones de inicio de traduccion estan sefialados en cursiva. Los
tripletes mutados en los oligonucledtidos de mutagénesis dirigida estan subrayados.

Para la expresién de PhaZs, la secuencia de DNA del gen codificante de la posible PHB
despolimerasa extracelular de Streptomyces ascomycinicus (fkbU, 1.560 pb, nimero de acceso
GenBank AF235504.1) fue amplificada usando DNA cromosémico de S. ascomycinicus DSMZ
40822 como molde. Los oligonucledtidos para PCR fueron disefiados de acuerdo a la secuencia
de los extremos de fkbU (Wu et al. 2000). Se incluyeron dianas para las enzimas de restriccion
Ncol, Xbal y EcoRlI en los oligonucleétidos para facilitar la subclonacién de los correspondientes
fragmentos de PCR. La secuencia consenso del sitio de union del ribosoma (RBS) de
Streptomyces (GGAGG) se incluyé en el oligonucleétido HPEM.

Todas las amplificaciones por PCR se realizaron en un termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorf), usando el programa TDPfu (Tabla 3), ajustado para el elevado contenido en G+C
de los genomas de actinomicetos, y empleando la DNA polimerasa Pfu (Promega). Los
productos de PCR fueron purificados con el kit High Pure PCR Product Purification (Roche), y
digeridos con las endonucleasas Ncol o Xbal para cortar los extremos 5° de las secuencias
codificantes y EcoRl para los extremos 3".

Los fragmentos resultantes con cada uno de los genes se ligaron en el sitio Ncol-EcoRI del
vector pET28 resultando en los pldsmidos recombinantes pEPET1, pEPET2, portando el gen
phaZs., de S. exfoliatus con vy sin la secuencia del péptido sefial, respectivamente, y pHPET, que
porta el gen fkbU de S. ascomycinicus; o bien en el sitio Xbal-EcoRl del vector pEMA4,
obteniendo los plasmidos recombinantes pEPEM1, pEPEM2 que portan el gen phaZs., con y sin
péptido seial, respectivamente, y pHPEM, con el gen fkbU. Los plasmidos pEPET1, pEPET2 y
pHPET se usaron para transformar células competentes de E. coli BL21(DE3) mediante el
método de choque térmico. Los plasmidos recombinantes pEPEM1, pEPEM2 y pHPEM fueron
subsiguientemente digeridos con las enzimas Hindlll y EcoRl con el fin de obtener los

fragmentos conteniendo el marco abierto de lectura (ORF) de phaZs, o fkbU junto con el
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promotor fuerte y constitutivo ermE*, presente en el vector pEM4 y procedente del gen de
resistencia a la eritromicina de Saccharopolyspora erythraea (Bibb et al. 1985, Bibb et al.
1994). Dichos fragmentos se transfirieron al sitio Hindlll-EcoRI del vector pNV19 obteniendo
los pldsmidos pEPNV1, pEPNV2, portando el gen phaZs, con y sin péptido seiial,
respectivamente, y pHPNV, con el gen fkbU, que se usaron para transformar células
electrocompetentes de Rhodococcus sp. T104. Las construcciones generadas a partir de los

pldsmidos pET28, pEM4 y pNV19 estan representadas en la figura 21.

Tabla 3: Programa TDPfu de amplificaciéon por PCR

Numero Paso Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 Desnaturalizacion inicial 96 2
2 Desnaturalizacidn 96 1
3 Hibridacién 70 2
4 Extension 72 8
5 Los pasos 2 a 4 se repitieron 5 ciclos
6 Desnaturalizacidn 96 1
7 Hibridacién 68 2
8 Extension 72
9 Los pasos 6 a 8 se repitieron 5 ciclos
10 Desnaturalizacidn 96 1
11 Hibridacién 63
12 Extension 72
13 Los pasos 10 a 12 se repitieron 5 ciclos
14 Desnaturalizacion 96 1
15 Hibridacion 60
16 Extension 72
17 Los pasos 14 a 16 se repitieron 20 ciclos
18 Extension final 72 20

El plasmido pHPNV fue usado como molde de PCR con los oligonucleétidos PhaZSaGTG y H3,
para amplificar el ORF del gen fkbU sin los 84 primeros nucleétidos del extremo 5°. El
fragmento amplificado, de 1.492 bp se purificd previamente a la digestién. El oligonucleétido
PhaZSaGTG incorpora una diana Xbal, por lo que tanto el fragmento amplificado como el
plasmido original pHPNV fueron digeridos con Xbal y EcoRl. Tras la digestion, los fragmentos se
cargaron y corrieron en un gel de agarosa. A continuacidn se extrajeron y purificaron las
bandas pertenecientes al plasmido pHPNV linearizado y sin inserto, y al fragmento amplificado
por PCR, ambos digeridos con Xbal y EcoRl. Ambos fragmentos fueron ligados dando lugar al
plasmido pHPNV*GTG, que fue transferido a células electrocompetentes de Rhodococcus sp.

T104.
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Todos los pladsmidos recombinantes fueron purificados con el kit High pure Plasmid Isolation
(Roche) y secuenciados para confirmar la ausencia de mutaciones y la correcta orientacion de

los insertos.

4. Preparacion de suspensiones y emulsiones de PHA

Suspensiones de distintas cantidades de PHB o P(HB-co-HV) (5% 3-hidroxivalerato) en 100 mL
de tampdn Tris-HClI 50 mM pH 8 6 MES 50 mM pH 6 se sometieron a ultrasonidos durante un
minuto al 40% de amplitud mediante un sonicador de sonda Branson 250 para disgregar los
sélidos y obtener suspensiones estables, con las que se realizaron ensayos de actividad en
placa o turbidimétricos. Para preparar placas estériles de medio minimo o rico suplementado
con PHB se autoclavaron estas suspensiones con 15 g/L de agar y se usaron para formar una
capa fina superficial y transltcida sobre las placas de medio minimo en las que se detecté la
actividad PHB despolimerasa mediante la formacién de halos de hidrdlisis.

Los mcl-PHA no se pueden preparar en suspensidon acuosa, por lo que para preparar placas de
medio minimo suplementadas con P(HO-co-HH) se disolvieron 50 mg de este polimero en 25
mL de acetona, seguidamente se afiadid esta solucién gradualmente con una pipeta Pasteur en
7,25 mL de agua fria en bafo de hielo y mezclando vigorosamente. Finalmente se evaporé la
acetona por vacio en evaporador rotatorio a 40°C obteniendo una emulsidn estable de P(HO-
co-HH) (Schirmer y Jendrossek 1994). Esta emulsion se mezclé con un volumen igual de agar 30
g/L en medio minimo salino y se autoclavd durante 20 minutos a 121°C. Finalmente se

extendieron capas finas de esta mezcla sobre placas precalentadas de medio minimo salino.

5. Produccidn heteréloga de PhaZs,, y PhaZs,

Para la expresion de las PHB despolimerasas de Streptomyces clonadas en E. coli BL21(DE3), los
clones portando los plasmidos pEPET1, pEPET2 o pHPET, asi como el control negativo pET28,
fueron cultivados durante 20 horas aerdbicamente a 37°C con agitacidn orbital a 250 rpm en
10 mL de medio LB con kanamicina 50 pg/mL. Con estos precultivos se inocularon 100 mL de
LB con kanamicina 50 ug/mL en matraces de 250 mL hasta una DOgq inicial de 0,1. Estos
cultivos se incubaron en las mismas condiciones hasta alcanzar DOgy de 0,5, entonces se
indujo la hiperexpresién de los genes clonados bajo el control del promotor fuerte e inducible
T7 mediante la adiciéon de IPTG hasta 0,5 mM. Los cultivos inducidos se incubaron en las

mismas condiciones durante 4 horas mds y después se recogieron las células mediante
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centrifugacion a 5.000xg durante 5 minutos. Estos sedimentos celulares se resuspendieron en
1 mL de tampdn Tris-HCI 50 mM pH 8 y se rompieron por ultrasonidos usando un sonicador
digital de sonda (Branson 250) en ciclos sucesivos de amplitud creciente hasta el 40%, con
pulsos de 0,5 segundos e intervalos de 1 segundo durante 3 minutos, en bafio de hielo.
Finalmente se centrifugaron a 10.000xg durante 30 minutos y se analizaron alicuotas del
extracto soluble, el desecho celular y células intactas mediante SDS-PAGE. También se evalué
la actividad PHB despolimerasa de las distintas preparaciones mediante ensayo de actividad en
placa.

Para la expresién de las PHB despolimerasas de Streptomyces clonadas en Rhodococcus sp.
T104, los clones portando los pldsmidos pENV1, pEPNV2 o pHPNV, asi como el
correspondiente control negativo pNV19, fueron cultivados aerébicamente en 10 mL de medio
liquido 2xYTG con kanamicina 100 pg/mL a 30°C con agitacion orbital a 250 rpm durante 72
horas. Este preindculo se utilizdé para inocular 1 litro de medio 2xYTG con kanamicina 100
pg/mL hasta DOgy 0,1, y a continuacidn se incubd este cultivo en las mismas condiciones
durante otras 72 horas. Finalmente se separd el caldo de fermentacién de las células por
centrifugacidn a 8.000xg durante 15 minutos. Tanto el caldo como las células se analizaron por

SDS-PAGE, y se evalud la actividad PHB despolimerasa mediante ensayo de actividad en placa.

6. Purificacion de PhaZs., y PhaZs,

6.1 Purificacién de PhaZs,., y PhaZs, mediante cromatografia de intercambio aniénico

Para separar las PHB despolimerasas producidas extracelularmente en Rhodococcus sp. T104
pPEPNV1/pHPNV del resto de proteinas presentes en el caldo de cultivo se abordd la
purificacién por intercambio anidnico, para ello una muestra de cada caldo de fermentacion se
dializé durante 20 horas a 4°C frente a tampdn Tris-HCl 10 mM pH 8 usando una membrana de
didlisis de celulosa con 25 kDa de tamafio de poro (Medicell International Ltd.), a continuacién
usando la misma membrana se concentré en lecho seco de polietilenglicol 35.000 hasta
alcanzar entre un octavo y un décimo de su volumen original. Finalmente se cargaron estos
caldos procesados en dos intercambiadores anidnicos distintos:

DEAE-Sepharose: Se realizaron pruebas de purificacién en discontinuo. Se tomaron 2,5 mL de
caldo dializado y concentrado y se aplicaron directamente sobre 500 uL de resina DEAE-
Sepharose (GE Healthcare) equilibrada en tampdn Tris 50 mM pH 8. Se mezcld la muestra con
la resina durante una hora para que la interaccidn alcanzase el equilibrio, y a continuacién se

centrifugd 3 minutos a 2.500xg para separar la resina del sobrenadante. Se retird el

76



Materiales y métodos

sobrenadante y se realizaron 5 lavados con 1 mL de tampdn de equilibrado. Finalmente se
llevo a cabo la elucion escalonadamente mediante concentraciones crecientes de NaCl, a 0,25,
0,5, 0,75 y 1 M, cada concentracidn con 2 lavados de 0,5 mL de tampdn de equilibrado
centrifugando y separando el sobrenadante entre cada paso. La pureza y actividad PHB
despolimerasa se ensayaron mediante SDS-PAGE y ensayo de actividad en placa.

Amonio cuaternario-Metacrilato: Estas pruebas se llevaron a cabo en continuo, usando un
cartucho preempaquetado Econo-pac High Q (Bio-Rad) de 5 mL de lecho, esta matriz de
metacrilato macroporoso esta altamente activada con grupos amonio cuaternario. Se cargaron
5 mL de caldo de Rhodococcus sp. T104 pHPNV dializado y concentrado en el cartucho
equilibrado con tampdn Tris 50 mM pH 8. Tras una hora de interaccidn de la muestra con el
soporte lavd el soporte con 35 mL de tampdn de equilibrado, y finalmente se procedié a la
elucidén en gradiente ascendente de concentracién de 0 a 0,25 M de NaCl. La pureza y actividad

PHB despolimerasa se ensayaron mediante SDS-PAGE y ensayo de actividad en placa.

6.2 Purificacidn de PhaZ,,, y PhaZs, mediante cromatografia de interaccion hidrofdbica

Las PHB despolimerasas PhaZs., y PhaZs, fueron aisladas mediante dos pasos consecutivos de
cromatografia de interaccion hidrofdbica. Para ello se prepard 1 litro de caldo de fermentacién
de 72 horas de Rhodococcus sp. T104 pEPNV1 o pHPNV. A cada litro de caldo de fermentacion
se le afadieron 167 mL de (NH,),SO,4 3,5 M hasta una concentracién final de 0,5 M, en bafio de
hielo, con agitacion y por goteo mediante una bomba peristéltica, para evitar fuertes subidas
locales de concentracidon. A continuacién se centrifugd este caldo a 10.000xg durante 10
minutos para sedimentar los posibles precipitados proteicos formados por el aumento de
concentracion salina. El sobrenadante se cargé en una columna de 100 mL de volumen total de
octil FF (Fast Flow) Sepharose (GE healthcare) equilibrada con tampén fosfato potasico 20 mM
pH 7 con 0,5 M de (NH,4),SO, (tampdn A), usando un sistema cromatografico con bomba
peristaltica BioLogic LP (Bio-Rad). La columna se lavé con 300 mL de tampdén A, y a
continuacién se eluyeron las proteinas adsorbidas mediante un gradiente decreciente de
concentraciéon de (NH,4),SO, desde 0,5 a 0 M, en tampdn fosfato 20 mM pH 7. Las fracciones
recogidas se analizaron mediante SDS-PAGE, y su actividad se ensayd cualitativamente
mediante ensayo de actividad en placa. Las fracciones con actividad PHB despolimerasa se
juntaron, y la concentracién de (NH,4),SO, en esta nueva muestra fue ajustada nuevamente a
0,5 M de acuerdo con la conductividad eléctrica que presentaba la muestra respecto a la del
tampon de equilibrado.

A partir de este paso las purificaciones de PhaZs,, y PhaZs, siguen protocolos andlogos pero con

ciertas diferencias:
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Para la purificacién de PhaZ,., se centrifugd la muestra a 10.000xg durante 10 minutos tras
anadir la cantidad necesaria de sulfato amdnico, a continuacidn se dividid en tres voliumenes
iguales para no saturar de muestra el siguiente soporte. Cada volumen se cargd en un cartucho
preempaquetado HiTrap butil High Performance (HP) Sepharose (GE Healthcare), de 5 mL de
volumen de lecho, equilibrado con tampdn Ay acoplado al sistema cromatografico BioLogic LP.
La columna se lavd con 20 mL de tampdn A, y finalmente las proteinas retenidas se eluyeron
mediante un gradiente decreciente de 0,5 a 0 M de (NH,),S0,.

El segundo paso de la purificacidon de PhaZs, se llevd a cabo mediante un cartucho HiTrap fenil
HP Sepharose (GE Healthcare) de 1 mL de volumen de lecho, equilibrado en tampdn A. La
muestra procedente del primer paso se fraccioné en alicuotas de 50 mL que se aplicaron por
separado. La columna se lavé con 10 mL de tampdn A y se procedid a la elucion de las
proteinas retenidas mediante el mismo procedimiento empleado para la elucién de PhaZs,,.

La pureza de las fracciones eluidas se evalué por SDS-PAGE, y la concentracion de proteinas

mediante el método de Bradford.

7. Técnicas de analisis de proteinas

7.1 Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

El tamafio molecular aparente, la cantidad relativa y pureza de las muestras de proteinas se
analizd6 mediante electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida en presencia de
SDS (SDS-PAGE) (Laemmli 1970). Se empled el sistema Mini-protean Tetra Cell (Bio-Rad) para
desarrollar la separacién electroforética. Se prepararon geles de 1 mm de grosor y 10 pocillos,
conteniendo en el segmento separador un 0,1% de SDS, 12,5% de acrilamida y un 0,33% de
bis-acrilamida (proporcion 37,5:1). La separacion se llevd a cabo a temperatura ambiente con
una intensidad constante de 25 mA por gel.

Las muestras de proteinas se prepararon para su separacion electroforética en tampdn de
muestras de Laemmli [Tris-HCI 60 mM pH 6,8, glicerol 10% (v/v), SDS 2% (p/v), azul de
bromofenol 0,01% (p/v) y 2-mercaptoetanol 5% (v/v)]. Las muestras con tampdn se calentaron
durante 10 minutos en termobloque a 95°C, después se centrifugaron durante 10 segundos en
una microcentrifuga Labnet Spectrafuge 24D a 13.000 rpm y finalmente se aplicaron en el gel
de poliacrilamida.

Los geles se tifieron mediante un protocolo que incluye un paso previo de fijacién de las
proteinas, que se logra incubando el gel en una solucién de acido acético 10% y 2-propanol

25% (v/v) durante 15 minutos con agitacidn suave.
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Tras la fijacion los geles fueron lavados con agua desionizada, y a continuacién se sumergieron
en una solucién de tincidn que contenia un 0,012% (p/v) de azul brillante de Coomassie G-250
en acido acético al 10% (v/v), y se incubaron durante 1 hora con agitaciéon. Tras la tincion se
elimind el exceso de colorante con agua desionizada y se destifié el gel en una solucién de
acido acético 10% con agitacidon hasta observar bandas de proteina claramente distinguibles.

Para la precipitaciéon de las proteinas de muestras para andlisis por SDS-PAGE se afiadieron
cuatro volumenes de acetona a -20°C a un volumen de muestra, en un tubo Eppendorf,
mezclando vigorosamente, estas muestras se incubaron a -20°C durante 1 hora y a
continuacién se centrifugaron a 15.000xg durante 30 minutos. Se decantaron los
sobrenadantes y se dejo evaporar totalmente la acetona en termobloque a 95°C. Finalmente
los sedimentos fueron resuspendidos vigorosamente en 30 pL de tampdn de muestras de

Laemmli y preparados para cargar en un gel.

7.2 Inmunodeteccion de PhaZs,, y PhaZs,

7.2.1 Produccidn, preadsorcion y titulacion de anticuerpos contra PhaZs,, y PhaZs,

Los anticuerpos de conejo anti-PhaZs,., y anti-PhaZs, fueron producidos como se ha descrito
anteriormente (Sanchez-Puelles et al. 1992), inmunizando conejos de 2,7 y 2,9 kg,
respectivamente, frente a PhaZs, y PhaZs, recombinantes puras durante 53 dias, con tres
inoculaciones de 100 pg de enzima cada una, empleando el adyuvante completo de Freund y
permitiendo tres semanas de reposo entre inyecciones. Al final de este periodo se sacrificaron
los animales y se extrajo su sangre, ésta se dejé coagular a 37°C durante 30 minutos y después
se contrajo el codgulo por incubacién a 4°C durante 16 horas. Se sedimentd el codgulo
centrifugando durante 5 minutos a 5.000xg a 4°C y se tomé el plasma sobrenadante
cuidadosamente con una pipeta Pasteur. A continuacién se inactivd el sistema del
complemento calentando el plasma a 56°C durante 30 minutos, finalmente se atemperd el
plasma procesado y se procediod a su preadsorcion.

Con el fin de eliminar la respuesta inespecifica de los anticuerpos con las proteinas
extracelulares de las cepas productoras, se preadsorbieron los antisueros con un volumen de
caldo de fermentacién 2xYTG cultivado durante 72 horas, de la cepa control Rhodococcus sp.
T104 pNV19, no productora de PHB despolimerasas extracelulares, concentrado 4 veces en
lecho seco de PEG 35.000. Se incubaron las mezclas durante 16 horas a 4°C con agitacion en

vaivén y finalmente se centrifugaron a 10.000xg durante 15 minutos para sedimentar los
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complejos inespecificos. Se recuperaron los sobrenadantes, se alicuotaron y se almacenaron a
-20°C.

Para la titulacion de los anticuerpos preadsorbidos se realizaron experimentos de Western blot
con caldos de cultivo de 72 horas de Rhodococcus sp. T104 conteniendo los plasmidos pEPNV1,
pHPNV o pNV19 (productores o control negativo) y distintas diluciones finales del
correspondiente anticuerpo preadsorbido: 1/500, 1/1.000, 1/5.000 y 1/10.000. De esta forma
se tratd de elegir una dilucidon que permitiese una buena relacion de sefial especifica frente a

ruido de fondo inespecifico.

7.2.2 Western blot

Para la inmunodeteccion de PhaZs, y PhaZs, se electrotransfirieron geles de SDS-PAGE a
membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) durante 16 horas a temperatura ambiente y 10 V.
Después se verificd la transferencia mediante una tincién reversible de 5 minutos con rojo
Ponceau 0,1% (p/v) en acido acético 5% (v/v), para después destefiir con agua desionizada
hasta distinguir las bandas. Seguidamente se lavé la membrana hasta la eliminacion del
colorante. La membrana con proteinas se bloqued a continuacidn mediante una incubacién de
90 minutos en agitacion a 37°C con tampon fosfato salino/PBS (8 g/L NaCl, 0,2 g/L KCl, 0,2 g/L
KH,PO, vy 1,41 g/L Na,HPO,-2 H,0, pH 7,4) con un 4% (p/v) de leche desnatada en polvo, y
después se incubd con 10 mL de la diluciéon adecuada del anticuerpo primario preadsorbido
producido en conejo, en PBS con Tween-20 al 0,1% (v/v) y leche desnatada en polvo al 1,3%
(p/v), durante 16 horas a 4°C con agitacion en vaivén. A continuacidn se lavd la membrana 3
veces en PBS con Tween-20 al 0,1%, y se aplicé el anticuerpo secundario anti-conejo producido
en cabra y conjugado con peroxidasa de rabano (Nordic Immunology), diluido en PBS con
Tween-20 al 0,1% y leche desnatada en polvo al 1,3%, durante 1 hora a temperatura ambiente
con agitacion. Tras lavar la membrana durante 10 minutos en PBS con Tween-20 al 0,1% vy
otros 10 minutos en PBS a temperatura ambiente, se reveld la actividad peroxidasa mediante
la adicién de 1 mL de diaminobencidina 5 mg/mLy 5 uL de perdxido de hidrégeno 20% a la
membrana en PBS, que se agitd suavemente durante unos segundos hasta que aparecieron las
bandas de proteina claramente visibles, inmediatamente se lavd con abundante agua
desionizada para detener la reaccién. La membrana se secd al aire y posteriormente fue

escaneada.

7.3 Determinacion de la concentracion de proteina
La concentracion de proteina en soluciones bioldgicas fue determinada rutinariamente por el

método colorimétrico de Bradford (Bradford 1976) usando una solucion de azul brillante de
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Coomassie G-250 en metanol y acido fosférico (Bio-Rad). Se empled el protocolo para ensayos
en placa multipocillo, con 40 pL de cada dilucion de muestra y 80 uL de reactivo, en un
volumen total de 400 pL. Los viales se agitaron vigorosamente y se incubaron a temperatura
ambiente durante 5 minutos antes de transferir el contenido a una placa de 96 pocillos y medir
su absorbancia a 595 nm mediante un lector de placas Asys Hitech modelo Digiscan 340T. Las
concentraciones de las muestras se interpolaron de una recta patrén realizada con diluciones

de concentracién conocida de albimina de suero bovino (BSA).

8. Secuenciacion de aminoacidos del extremo N-terminal de PhaZs., y PhaZs,

La secuenciacion de los extremos N-terminal de las PHB despolimerasas recombinantes se
realizd6 mediante el protocolo de degradacién secuencial de Edman (Edman y Begg 1967), en
un secuenciador de proteinas Procise 494 (Applied Biosystems). Este analisis se llevo a cabo en
el servicio de Quimica de Proteinas del Centro de Investigaciones Bioldgicas (CSIC). Para ello las
proteinas fueron previamente separadas mediante SDS-PAGE, los geles de poliacrilamida se
prepararon con una concentracion de 0,2% SDS y se dejaron polimerizar durante 16 horas a
temperatura ambiente. Los tampones para el desarrollo del gel fueron filtrados con papel
Whatman para eliminar cualquier contaminante en suspension, y se anadié tioglicolato sédico
hasta una concentracién 0,1 mM exclusivamente en la cubeta del electrodo superior. Tras el
desarrollo de la electroforesis, las proteinas de los geles fueron electrotransferidas a
membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF) Immobilon-P*® (Millipore), durante 16 horas a
10 V y 4°C (Speicher 1994). Las membranas se tifieron en una solucién de negro amido 0,1%
(p/v) en acido acético 10% (v/v) durante 1 minuto. A continuacién se destifieron las
membranas mediante lavado con acido acético 5% (v/v) durante 1 minuto y se lavaron con
abundante agua desionizada antes de dejarlas secar al aire. Las bandas pertenecientes a las
proteinas que se deseaba secuenciar se cortaron con un bisturi limpio y fueron transferidas a

un tubo Eppendorf.

9. Espectrometria de masas MALDI-TOF de PhaZs., y PhaZs,

Este andlisis se realizd en la Unidad de Protedmica en la Facultad de Farmacia de la
Universidad Complutense de Madrid. Para ello, muestras de PhaZs,., y PhaZs, puras en tampodn
fosfato potdsico 15 mM pH 7 se aplicaron sobre placas de muestras para MALDI-TOF en gotas

de 1 plL que se dejaron secar al aire a temperatura ambiente. Una vez secas se afiadieron 0,6
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uL de solucidon matriz (acido sindpico 10 mg/mL en acetonitrilo 30% (v/v) en agua con 0,3%
(v/v) de &cido trifluoroacético), la cristalizacién se llevé a cabo a temperatura ambiente. Los
espectros de masas MALDI-TOF se registraron con un espectrémetro de masas Voyager-DE STR
(PerSeptive Biosystems) equipado con un laser pulsado de nitrégeno emitiendo a 337 nm. Las
muestras se analizaron en modo positivo lineal en un rango de masas de 10 a 210 kDa, usando
un retraso de extraccién ajustado a 860 ns y un voltaje de aceleracién operando en modo
idnico positivo de 20 kV. Para mejorar la relacién sefial/ruido se promediaron 100 disparos
individuales para cada espectro de masas. Se realizé una calibracién externa de espectros de
masas usando un kit de marcadores de masa molecular con BSA e inmunoglobulina G (Applied

Biosystems).

10. Cromatografia de filtracion en gel de PhaZs,,

Para determinar la naturaleza de la forma activa de PhaZs., se sometié una muestra de enzima
purificada a cromatografia analitica de filtracidon en gel en una columna Superose 12 10/300 GL
(GE Healthcare) equilibrada con tampdn fosfato potasico 50 mM pH 7 con NaCl 150 mM. El
perfil de elucidon de PhaZ, se detectd mediante absorbancia a 280 nm y por actividad PHB
despolimerasa de las fracciones eluidas mediante el ensayo turbidimétrico estandar. La
fraccion con mayor actividad PHB despolimerasa se sometid a espectrometria de masas

MALDI-TOF-TOF para hallar su masa molecular.

11. Ultracentrifugacion analitica

Los experimentos de ultracentrifugacion se llevaron a cabo en el servicio de
ultracentrifugacion analitica y dispersion de luz del Centro de Investigaciones Bioldgicas (CSIC).
Alicuotas puras de PhaZs,, 300 ug/mL y de PhaZs, con tres concentraciones diferentes (65, 129
y 259 pug/mL) en tampon fosfato potasico 25 mM pH 7 con NaCl 100 mM fueron sometidas a
experimentos de velocidad de sedimentacion en una ultracentrifuga analitica Beckman Coulter
XL-I equipada con detector dptico de absorbancia UV-visible, a 48.000xg y 20°C, usando un
rotor An-60Ti y piezas centrales de doble sector estandar (paso 6ptico de 12 mm) de Epon-
charcoal. La sefial de linea basal se midi6 seguidamente a 200.000xg. La distribucién del
coeficiente de sedimentacion c(s) y el coeficiente de sedimentacion s fueron calculados a partir
de la velocidad de sedimentacion mediante el programa SEDFIT versién 12.52 (Brown y Schuck

2006).
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12. Estudios de dicroismo circular

La estructura secundaria de PhaZs, y PhaZs, fue analizada experimentalmente mediante
deconvolucidn de sus espectros de dicroismo circular en el intervalo ultravioleta lejano-medio.
Los espectros se registraron empleando muestras puras de PhaZ, a 160 ug/mLy PhaZs, a 102
ug/mL en tampdn fosfato potasico 5 mM pH 7 entre 175 y 290 nm en condiciones
termostatizadas a 25°C, usando un espectropolarimetro JASCO J-715. Los espectros de
dicroismo circular fueron analizados mediante el programa Spectra Manager 1.53. Las lecturas
de dicroismo circular se expresaron como elipticidad molar media por residuo de aminoacido
(grados-cmz-dmol’l), asumiendo una masa media por residuo de 104 Da, de acuerdo a la masa
molecular media por aminodcido deducida de las secuencias de PhaZs,, y PhaZs, maduras. Los
porcentajes estructurales de PhaZs, y PhaZs, se obtuvieron de la deconvolucién de los
espectros de dicroismo circular realizada mediante el programa CDNN version 2.1 (Béhm et al.
1992).

La desnaturalizacion térmica de PhaZs,, y PhaZs, se analiz6 monitorizando la variacion de la
sefial de dicroismo circular a 218,8 y 209,0 nm, respectivamente, en el rango de temperaturas

entre 25 y 85°C, con una velocidad de barrido de 20°C/hora.

13. Ensayos enzimaticos de actividad

13.1 Ensayo de actividad en placa

La actividad PHB despolimerasa de caldos de fermentacion, células, extractos celulares o
preparaciones de enzima se determind cualitativamente mediante este ensayo. Se afiadieron
100 mL de una suspension estable de PHB 1 mg/mL en tampdn Tris-HCI 50 mM pH 8 o MES 50
mM pH 6 a un matraz de 250 mL con 1,5 g de agar, que se fundié en microondas hasta la
homogeneidad. Se prepararon placas Petri con 20 mL de la suspension, y tras gelificar el agar
se practicaron pocillos de 5 mm de didmetro con una pipeta Pasteur. En estos pocillos se
cargaron hasta 40 pL de la preparacidn a ensayar, y las placas cerradas se incubaron sin

invertir a 37°C durante 3 a 24 horas, hasta apreciarse halos de hidrdlisis alrededor del pocillo.

13.2 Ensayo turbidimétrico de actividad
La actividad PHB despolimerasa de las preparaciones de enzimas recombinantes se midié
rutinariamente midiendo el descenso de la turbidez de una suspensién homogénea de PHB. Un

volumen de 500 pL de mezcla estandar de reaccién conteniendo tampdn Tris-HCl 50 mM pH 8,
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(para PhaZs,,) o tampdn MES 50 mM pH 6 (para PhaZs,) con MgCl,4 mM y 200 ug/mL de PHB o
P(HB-co-HV) (5% 3-hidroxivalerato) en suspensién homogénea en agua desionizada se
atemperaron a 40°C durante 3 minutos. A continuacidn, se inicid la reaccién con la adicidn de
20 plL de solucién enzimatica. Tras 30 minutos de incubacidn a 40°C con agitacidn suave se
detuvo la reaccién colocando los tubos en hielo, y se midié el descenso en densidad dptica a
600 nm. El descenso de turbidez fue lineal durante el tiempo ensayado. Se realizaron controles
en paralelo sin enzima para determinar la posible hidrélisis no enzimatica del sustrato. Todos
los ensayos se realizaron por triplicado, y el error maximo se encontrd por debajo del 5%. Una
unidad de actividad despolimerasa se defini6 como la cantidad de enzima que cataliza el
descenso de 0,01 unidades de absorbancia a 600 nm por minuto en las condiciones descritas.

En el caso de los derivados inmovilizados PhaZs.,-CLEAs, el ensayo turbidimétrico se llevd a
cabo de forma andloga con ciertas diferencias: se realizé en tampdn Tris-HCl 50 mM pH 7 con
CaCl, 2 mM y 100 ug/mL de PHB. La reaccion se inicié afiadiendo 10 mg de CLEAs a 1 mL de
mezcla de reaccidn, y los ensayos se incubaron a 40°C durante 45 minutos. Tras parar la
reaccion en hielo se separaron las particulas de CLEAs por filtracion en papel de filtro (0,115
mm de grosor, 50 g/m?) y se midi6 el descenso de turbidez a 600 nm. Todos los ensayos se

realizaron por triplicado con un error maximo por debajo del 5%.

13.3 Ensayo cromogénico de actividad con ésteres de pNP

La actividad esterasa de PhaZ,., y PhaZs, se ensayd usando como sustratos cromogénicos pNP-
alcanoatos de distinta longitud de cadena alifatica (pNP-acetato, pNP-butirato, pNP-valerato,
pNP-hexanoato, pNP-octanoato o pNP-decanoato). La reaccién de hidrdlisis se llevé a cabo en
las siguientes condiciones estandar: Un volumen total de 500 pL de tampdén MES 50 mM pH 6
con 2 mM MgCl,, 2 6 5 mM del correspondiente sustrato cromogénico y 5% (v/v) de metanol
(para PhaZs.,) o acetonitrilo (para PhaZs,) se preincubd durante 90 segundos a 40°C, y a
continuacién se inicidé la reaccidn anadiendo 15 pL de la diluciéon enzimatica adecuada. La
mezcla de reaccidn se incubd durante 5 minutos a 40°C y después se pard la reaccidn
afiadiendo 125 pL de 2-propanol. Seguidamente se afiadieron 30 uL de tampdn fosfato
potasico 1M pH 8 y se mezclé para revelar el color del pNP hidrolizado. Los viales se
centrifugaron durante 90 segundos a 15.000xg y finalmente se midié la absorbancia del
sobrenadante a 414 nm. Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se sustrajo la
absorbancia observada en los controles sin enzima, debida a hidrdlisis espontanea de los pNP-

alcanoatos.
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Para evaluar la actividad esterasa de los derivados inmovilizados PhaZs.,-CLEAs se empleé pNP-
butirato como sustrato, la mezcla de reaccién contenia 5 mM de pNP-butirato en tampdn
citrato potdsico 50 mM pH 6 con CaCl, 2 mM. La reaccidn se inicié con la adicién de 5 mg de
PhaZs.,-CLEAs a 500 uL de mezcla de reaccidn, y se incubd por 30 minutos a 40°C con agitacion
orbital a 250 rpm. Transcurrida el tiempo de reaccidn, ésta se detuvo mediante la adicién de
125 plL de 2-propanol, y se reveld mezclando 30 plL de tampdn fosfato potdsico 1 M pH 8.
Finalmente se centrifugd 2 minutos la mezcla a 3.000xg e inmediatamente se midid la

absorbancia del sobrenadante a 414 nm.

13.4 Ensayo indirecto de actividad mediante B-hidroxibutirato deshidrogenasa

La actividad PHB despolimerasa de PhaZs, en experimentos de degradacién de peliculas de PHB
y PHBV, o bien en condiciones en las que no es posible utilizar el ensayo turbidimétrico, se
cuantific6 mediante un ensayo enzimatico indirecto que valora especificamente Ia
concentraciéon de (R)-3-hidroxibutirato liberado por la PHB despolimerasa ensayada. La
liberacion de este producto de reaccién se midid espectroscépicamente gracias a la actividad
de la B-hidroxibutirato deshidrogenasa de Pseudomonas lemoignei (Shirakura et al. 1983,
Jendrossek 2007). La producciéon de NADH a partir de NAD* como resultado de la oxidacién de
(R)-3-hidroxibutirato se midié a 340 nm tras la incubacién de 100 pL de la muestra a valorar
durante 30 minutos a 37°C con 9,5 mUI de B-hidroxibutirato deshidrogenasa y 1 mM de NAD®,
en tampodn Tris-HCl 75 mM pH 8, en un volumen total de 500 uL. La reaccién se detuvo
colocando los viales en bafo de hielo, y la absorbancia a 340 nm se midié inmediatamente
después en un espectrofotdmetro Beckman Coulter DU 800. La absorbancia a 340 nm de los
controles negativos se sustrajo a las de las muestras, y la concentracion de (R)-3-
hidroxibutirato en los 100 puL de muestra se calculd interpolando los valores de absorbancia a
340 nm en una recta patrén elaborada a tal efecto.

Para medir la actividad de los derivados enzimaticos de PhaZs, en particulas magnéticas
silanizadas se llevo a cabo un ensayo de actividad previo con 10 mg de derivado inmovilizado y
500 pg de PHB en suspension, en 1 mL de tampdén MES 50 mM pH 6 con MgCl, 4 mM. Esta
mezcla se incubd durante 30 minutos a 40°C con agitacion. Una vez terminado este ensayo
previo se detiene la reaccion en hielo y se centrifugan los viales a 12.000xg durante 3 minutos,
para sedimentar los restos de PHB en suspension. De estos sobrenadantes se tomaron las
alicuotas de 100 pL para valorar la concentracion liberada de (R)-3-hidroxibutirato mediante la

B-hidroxibutirato deshidrogenasa.
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14. Identificacidn de los productos de reaccion de PhaZs,, y PhaZs,

Para identificar los productos liberados por la hidrélisis del PHB se llevé a cabo la catdlisis
mediante PhaZs., y PhaZs, de una suspension de 100 ug/mL de PHB en tampon Tris-HCI 20 mM
pH 8 o MES 20 mM pH 6 respectivamente, con MgCl, 2 mM en un volumen total de 3 mL a
40°C con agitacion orbital a 300 rpm durante 18 horas. La reaccidn se inicié afiadiendo 1 g de
despolimerasa recombinante pura. Después del ensayo las mezclas de reaccién se calentaron a
95°C durante 10 minutos para detener la actividad enzimadtica y desnaturalizar la enzima en
solucidon. A continuacién, se centrifugaron las muestras 15 minutos a 15.000xg y se
recuperaron los sobrenadantes.

Para la deteccién de los productos de reaccién mediante HPLC-MS se siguié un protocolo de
derivatizacion de los mondmeros y oligdmeros de (R)-3-hidroxibutirato, basado en el
empleado por Gebauer y Jendrossek (2006), (Durst et al. 1975). Para ello, se tomaron 100 pL
de los sobrenadantes de las reacciones o bien de los controles, tanto positivos con (R)-3-
hidroxibutirato puro como negativos, procedentes de mezcla de reaccion sin enzima. Estos 100
pL de cada muestra se alcalinizaron con la adicidn de 100 pL de trietilamina 0,1 M en acetona.
Tras evaporar la acetona bajo atmdsfera de nitrégeno se afiadieron 150 pL de bromuro de
bromofenacilo/BPB 10 mM en acetonitrilo, y 150 uL de éter corona (18-corona-6) 2 mM en
acetonitrilo. Se incubd la mezcla en un vial sellado durante 90 minutos a 80°C, y finalmente se
dejaron enfriar los viales a temperatura ambiente.

La deteccién de los productos de reaccion se llevd a cabo en el Centro de Apoyo a la
Investigacion de espectrometria de masas de la Universidad Complutense de Madrid. Alicuotas
de 10 pL de la correspondiente mezcla de derivatizacidn se cargaron en una columna de fase
reversa C18 Ascentis (5 um, 150 mmx2,1 mm) (Supelco). Los analitos se eluyeron a un flujo de
2 ml/minuto, y los picos detectados por absorbancia a 254 nm se identificaron por
espectrometria de masas, usando un espectrémetro de masas de trampa idénica modelo
Esquire-LC (Bruker), con fuente de ionizacién electrospray. Se usé nitrégeno como gas de
desolvatacién, a 350°C y un flujo de 7 L/hora. Se empled un potencial de 4 kV en el capilar en
modo idnico positivo, en el electrodo final se ajustd a -0,5 kV. Los espectros de masas se

adquirieron en un rango de m/z entre 50 y 1.000 Dalton.
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15. Evaluacion de los efectos de pH, temperatura y fuerza idnica sobre la actividad de

El efecto del pH en la estabilidad de PhaZs., y PhaZs, fue analizado incubando 2 ug de enzima
pura a valores de pH entre 4 y 11 durante 45 minutos a 4°C en tampdn fosfato/citrato/borato
20 mM de cada uno, a una fuerza idnica constante de 120 mM ajustada mediante la adicién de
distintas cantidades de NaCl en los casos necesarios. Tras la incubacion, la alicuota de enzima
se empled para realizar un ensayo turbidimétrico estdndar por triplicado al pH dptimo de cada
enzimay 40°C.

El perfil de actividad de PhaZs., y PhaZs, a diferentes valores de pH fue evaluado realizando
ensayos turbidimétricos estandar por triplicado en tampdn fosfato/citrato/borato 20 mM de
cada compuesto, ajustado a los diferentes valores de pH, a 40°C y a una fuerza idnica
constante de 120 mM. Se afladié MgCl, 4 mM en los ensayos.

El efecto de la temperatura sobre la estabilidad de PhaZs., y PhaZs, fue evaluado incubando
alicuotas de enzima pura en tampdn fosfato potdsico 20 mM pH 7 durante 45 minutos a
distintas temperaturas entre 25 y 70°C en bafio de agua con agitacion suave, tras la incubacion
se depositaron las alicuotas en hielo durante 5 minutos para a continuacion realizar ensayos
turbidimétricos estandar de actividad en el tampdn correspondiente al pH dptimo de cada
despolimerasa y por triplicado, afiadiendo MgCl, 1 mM para PhaZs, 0 4 mM en los ensayos de
PhaZs,.

El perfil de actividad de PhaZs, y PhaZs, a distintas temperaturas entre 25 y 75°C fue
establecido mediante ensayo turbidimétrico estandar por triplicado en el tampodn
correspondiente al pH dptimo para cada enzima, con MgCl, 1 mM para PhaZs,, 0 4 mM en los
ensayos de PhaZ,.

La inactivacion térmica de PhaZs., y PhaZs, fue monitorizada a distintas temperaturas (50 y
55°C para PhaZ, 40, 50, 60 y 70°C para PhaZs,) en tampon Tris-HClI 50 mM pH 8 o MES 50
mM pH 6 respectivamente. En el caso de PhaZs, también se realizé en presencia de MBCD 5
mM. Las muestras de enzima pura se incubaron a la temperatura correspondiente en bafio de
agua con agitacion suave, y a distintos intervalos de tiempo se extrajeron alicuotas que se
mantuvieron en hielo durante 10 minutos. A continuacidon se emplearon estas alicuotas para
realizar ensayos turbidimétricos estandar de actividad por triplicado en el tampodn
correspondiente a cada enzima, para determinar la actividad remanente respecto a las

muestras de despolimerasa control sin incubar.
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El efecto de la fuerza idnica sobre la actividad de las PHB despolimerasas PhaZs,., y PhaZs, fue
analizado mediante ensayos turbidimétricos de actividad en presencia de distintos valores de

concentracion de NaCl desde 0 hasta 3 M

16. Evaluacion de la actividad de PhaZs., y PhaZs, en presencia de sales, disolventes,

detergentes y otros compuestos

La actividad PHB despolimerasa de muestras de PhaZs,., y PhaZs, dializadas frente a tampdn
fosfato potasico 20 mM pH 7 fue evaluada mediante ensayos turbidimétricos de actividad en
presencia de distintas concentraciones entre 0 y 30 mM de cinco cloruros de cationes
monovalentes (sodio y potasio) o divalentes (calcio, magnesio y zinc).

Para evaluar el efecto de distintos disolventes sobre la actividad de estas PHB despolimerasas
se realizaron ensayos turbidimétricos estandar en presencia de un 10% (v/v) de los siguientes
disolventes orgdnicos miscibles en agua: acetona, acetonitrilo, dietilenglicol, dimetilformamida
(DMF), dimetilsulféxido (DMSO), etanol, etilenglicol, glicerol, metanol, 2-propanol,
tetrahidrofurano (THF) y trietilenglicol, realizando controles de turbidez de la mezcla de
reaccién en presencia de cada uno de los solventes empleados.

También se analizé6 mediante ensayos turbidimétricos estandar el efecto sobre la actividad de
PhaZs, y PhaZs,, de varias concentraciones de los siguientes compuestos: acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), metil-B-ciclodextrina (MBCD), polietilenglicol 3.350 (PEG
3.350), ditiotreitol (DTT), 2-mercaptoetanol y los detergentes dodecilsulfato sddico (SDS), y
Tween-20. Adicionalmente se midio la actividad de PhaZs, en presencia de almidén de maiz o
de detergente Triton X-100; y la actividad de PhaZs, en presencia de sacarosa. Los
correspondientes controles de mezcla de reaccidon sin enzima y en presencia de cada

compuesto se llevaron a cabo en paralelo.

17. Experimentos de liofilizacion de PhaZs,, en presencia de aditivos

Alicuotas de PhaZs, pura fueron suplementadas con varias concentraciones de distintos
aditivos empleados como lioprotectores: MBCD, PEG 3.350, glicerol y KCIl. Las mezclas de
enzima y aditivo se prepararon por duplicado y realizando siempre la misma dilucién de la
enzima (con agua desionizada en el caso del control). Uno de los duplicados de cada aditivo se
sometid a congelacién rapida en nitrégeno liquido y se liofilizd durante 24 horas en un

liofilizador Labconco Freezone 12 L, el otro duplicado se conservd intacto como control de la
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actividad previa a la liofilizacién. Una vez liofilizadas las alicuotas, se reconstituyd su volumen
original con agua desionizada, y se midiod su actividad residual por triplicado, asi como la de las

alicuotas sin liofilizar, mediante el ensayo turbidimétrico estandar.
18. Estudio de los parametros cinéticos de PhaZs,, y PhaZs,

Los parametros cinéticos aparentes Ky (constante de Michaelis-Menten) y V.« (velocidad
maxima) de PhaZs, y PhaZs, para la hidrdlisis de PHB fueron calculados mediante regresion
hiperbdlica no lineal, obteniendo los valores iniciales obtenidos por ajuste lineal de una
representacién de Hanes-Woolf y empleando estos valores para una regresién no lineal que
ajusta los datos a la mejor hipérbola posible (Wilkinson 1961, Duggleby 1981), con el programa
Hyper32 (disponible en http://homepage.ntlworld.com/john.easterby/hyper32.html). La
ecuacién de Michaelis-Menten, que describe cdmo varia la velocidad de reaccién con la

concentracién de sustrato es la siguiente:

_ Vinax * [S]
* Ky + 5]

Estos pardmetros cinéticos fueron determinados mediante ensayos turbidimétricos de
actividad con distintos valores de concentracién de sustrato (PHB), y considerando una masa

molecular promedio en masa (My,) de 437 kDa, proporcionada por el fabricante.

19. Experimentos de degradacion enzimatica de peliculas de PHB, PHBV y PHB-

almidén mediante PhaZs,, y PhaZs,

Para estos experimentos se prepararon peliculas finas de PHB, P(HB-co-HV) con 5 0 12% de 3-
hidroxivalerato y de una mezcla de PHB con almiddn de maiz en proporcidon de masa 7:3. Para
ello se pesaron 100 mg del correspondiente polimero o mezcla de polimeros y se disolvieron
en 20 mL de cloroformo caliente con agitacion vigorosa, a continuacién se vertieron estas
soluciones en placas Petri de vidrio, y se dejé evaporar totalmente el cloroformo en campana
de extraccion. Cuando las peliculas estuvieron secas se desprendieron de la placa de vidrio y se
depositaron en una placa Petri de plastico.

Para los experimentos de degradacion con PhaZs,., se usaron peliculas de PHB, P(HB-co-HV) con
5y 12%. A cada pelicula se le afiadié 5 mL de una soluciéon de tampdn Tris-HCl 50 mM pH 8

suplementado con MgCl, 2 mM conteniendo 10 pug de PhaZs,, y se incubaron con la placa
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sellada a 37°C sin agitacion durante 24 horas. Se tomaron imagenes a distintos tiempos para
evaluar el proceso de degradacion de las peliculas.

En el caso de los experimentos de degradacién con PhaZs, se usaron peliculas de PHB, P(HB-co-
HV) con 5y 12%, y adicionalmente se probaron peliculas de PHB-almiddn en proporcién 7:3.
Las peliculas se sumergieron en 10 mL de tampdn MES 150 mM pH 6 con MgCl, 5 mM y MBCD
4 mM, y se afiadieron 30 pg de PhaZs, o bien un volumen igual de tampdn fosfato potasico 20
mM pH 7 para los controles sin enzima. Todas las peliculas se incubaron con la placa sellada a
37°C sin agitacidén durante 40 horas. Se tomaron imdgenes a distintos tiempos para evaluar el
proceso de degradacién de las peliculas, y también se tomaron alicuotas de los sobrenadantes
para cuantificar la concentracidn de (R)-3-hidroxibutirato mediante el ensayo de la B-

hidroxibutirato deshidrogenasa.

20. Modificaciéon quimica de aminodacidos

Se realizé la modificacién quimica de determinados aminoacidos de PhaZs., y PhaZs, mediante
los siguientes reactivos especificos de grupo: fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) para
serinas, dietilpirocarbonato  (DEPC) para histidinas, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC) para acidos asparticos y glutdmicos, y p-hidroximercuribenzoato (pHMB)
para cisteinas, sélo en el caso de PhaZs,,.

Las modificaciones se llevaron a cabo sobre 5 pug de enzima en tampdn fosfato potdsico 50 mM
pH 7 a excepcién de la realizada con EDC, que fue llevada a cabo en tampén MES 50 mM pH 5.
Las reacciones de modificacidn se incubaron durante 30 minutos con distintas concentraciones
del reactivo correspondiente en 50 puL de volumen final. Las soluciones con PMSF se
prepararon en DMSO, las de DEPC en etanol absoluto, el EDC se disolvié en tampdn MES 30
mM pH 5 y el pHMB en tampdn fosfato potasico 50 mM pH 8. Las reacciones con PMSF se
realizaron a 25°C mientras que las de DEPC, pHMB y EDC se hicieron a 37°C con el volumen
adecuado de solucién de reactivo. En el caso de la reaccidn con EDC se afiadié glicinamida a
una concentracion final de 1 M. La concentracidn final de DMSO o etanol en la mezcla de
modificacion enzimatica nunca excedid el 1%, y se comprobd que no presentara ningun efecto
detectable sobre la estabilidad o la actividad de las enzimas a esta concentracién. Las
reacciones con EDC y pHMB se detuvieron afiadiendo un volumen de citrato potasico1 M pH 5
a 4°C. El exceso de DEPC se bloqued anadiendo imidazol hasta una concentracion final de 10
mM. La actividad remanente en cada caso se determind mediante el ensayo turbidimétrico

estandar, y todos los ensayos se realizaron por triplicado, estando representados los valores
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medios en las tablas. Los controles adecuados de actividad enzimatica se llevaron a cabo en
todos los experimentos.

Los grupos sulfhidrilo reducidos (-SH) de PhaZs, y PhaZs, se cuantificaron
espectrofotométricamente empleando el 4cido 5,5 -ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB)
mediante el método de Ellman (Ellman 1959). Para la titulacidn se construyd una recta patron
con distintas cantidades de cisteina entre 0 y 8 uM. El ensayo consistié en tomar 100 uL de
muestra a titular o bien de soluciones de cisteina, siempre por triplicado, y llevarlo a 1 mL con
tampoén Tris-HCI 20 mM con EDTA 1 mM y 40 plL de una solucion stock de DTNB 5 mM,
alcanzando una concentracién de reactivo en el ensayo de 0,2 mM. Tras mezclar cada vial
adecuadamente y esperar 10 minutos a temperatura ambiente se trasvasaron 400 uL de cada
vial a una placa multipocillo para medir su absorbancia a 414 nm. Los valores de absorbancia
de las muestras de PhaZs., y PhaZs, puras de concentracion conocida se interpolaron en la
recta patron y de este modo se estimd la concentracién de grupos sulfhidrilo libres en las
muestras, que relacionada con la concentracidn de enzima indica el numero de grupos

sulfhidrilo libres por molécula de enzima.

21. Mutagénesis dirigida de PhaZg,

Con el fin de verificar la identidad de los aminodcidos que constituyen la triada catalitica de
PhaZs,, los residuos candidatos elegidos de acuerdo a alineamientos multiples de secuencia se
mutaron por medio del kit Quikchange Il XL site-directed mutagenesis (Stratagene). El
pldsmido pHPNV se usé como molde para las PCRs mutagénicas, usando los oligonucledtidos
recogidos en la tabla 2. Los plasmidos mutantes construidos fueron secuenciados para
confirmar las mutaciones introducidas y posteriormente transferidos a Rhodococcus sp. T104
para las pruebas de expresidn de las despolimerasas mutantes. La serina 131 se intercambid
por una alanina (mutante S131A) o una cisteina (S131C); el 4cido aspartico se cambid por una
asparagina (D209N) y la histidina 269 se intercambid por un acido glutamico (H269E) o una
glutamina (H269Q).

22. Inmovilizacion de PhaZs.,

22.1 Preparacion de CLEAs de PhaZ,,

Los agregados entrecruzados de PHB despolimerasa recombinante de Streptomyces exfoliatus

(PhaZs.-CLEAS) se prepararon afiadiendo gradualmente cuatro volimenes de acetona a -20°C
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en 400 pL de solucidn de PhaZs,, pura en tampdn Tris-HCI 50 mM pH 7, esta solucién contenia
5 ug de PHB despolimerasa y diferentes cantidades de BSA en proporciones de masa
BSA:PhaZ,,., 100:1, 200:1, 500:1, 1.000:1, también se realizé el proceso sin BSA. Después de 40
minutos a 4°C con agitacion orbital a 300 rpm, las proteinas agregadas fueron sometidas a
entrecruzamiento quimico usando diferentes concentraciones de glutaraldehido (5; 12,5; 25y
50 mM). Las muestras se agitaron continuamente durante la adicion del glutaraldehido. A
continuacién se incubaron estas mezclas a 4°C durante 2 horas con agitacién constante a 300
rpm antes de centrifugarlas a 4.000xg durante 10 minutos. Los sobrenadantes se desecharon
por decantacion y los CLEAs resultantes se lavaron 3 veces con 2 mL de tampdn Tris-HCI 50
mM pH 7. Finalmente las preparaciones de CLEAs se conservaron a 4°C antes de usar. Los
rendimientos de inmovilizacién en términos de recuperacion de enzima se determinaron como
la actividad relativa presentada por los CLEAs con respecto a la misma cantidad de enzima

soluble que contenia cada derivado enzimatico.

22.2 Microscopia confocal de CLEAs

10 mg de PhaZs,-CLEAs se incubaron con 5 mL de PBS conteniendo un 1% (p/v) de BSA
durante 30 minutos. Después los derivados enzimaticos se lavaron tres veces con 5 mL de PBS
con 0,1% (p/v) BSA y se incubaron durante 16 horas a 4°C con 5 mL de una solucion de
anticuerpo de conejo anti-PhaZs., preparada en PBS con 0,1% de BSA. Los CLEAs se lavaron de
nuevo con 5 mL de PBS con 0,1% (p/v) BSA y se incubaron dos horas adicionales a 25°C con 5
mL de solucién de un anticuerpo de cabra anti-conejo conjugado con el fluoréforo Alexa Fluor
488 en tampdn PBS con 0,1% (p/v) BSA. La concentracion final de anticuerpo conjugado fue de
5 ug/mL. Se realizaron controles negativos de BSA entrecruzada sin enzima, para comprobar la
unién especifica del anticuerpo secundario a los PhaZ,.,-CLEAs. Estas muestras se lavaron tres
veces con 5 mL de PBS con 0,01% (p/v) BSA durante 10 minutos cada lavado, seguidos de otros
tres lavados iguales con 5 mL de PBS y finalmente otros tres lavados con agua desionizada
durante 5 minutos cada uno.

La adquisicidn de imdagenes de microscopia se realizé en las instalaciones del Centro Nacional
de Microscopia Electrénica asociado a la Universidad Complutense de Madrid. Los derivados
marcados de esta forma se analizaron mediante un microscopio confocal Radiance 2000 (Bio-
Rad) acoplado a un microscopio invertido Axiovert S100 (Carl Zeiss), realizando tres pases con
un filtro promediador Kalman y una adquisicion de imagen de 1.024x1.024 pixels. Las

imagenes se analizaron con el programa Leica Confocal Software Lite.
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22.3 Evaluacion de los efectos del pH y la temperatura sobre la actividad de los CLEAs de
PhaZz,,,

El efecto del pH en la estabilidad de los PhaZs.,-CLEAs se estudié incubando 10 mg de derivado
en 1 mL de tampdn fosfato-citrato-borato 50 mM de cada compuesto, durante 45 minutos a
4°C y a valores de pH entre 4 y 10. Los sobrenadantes se separaron por centrifugaciéon y se
valord la actividad residual del derivado mediante ensayo cromogénico especifico para CLEAs.
El perfil de actividad frente a pH de los PhaZs,-CLEAs se elabord con alicuotas de 5 mg de
derivado en tampodn fosfato-citrato-borato 50 mM de cada compuesto con CaCl, 2 mM, a
valores de pH entre 5 y 10 con una fuerza idnica constante de 0,4 M, midiendo la actividad a
40°C a cada valor de pH mediante ensayo turbidimétrico para CLEAs. No se empled el ensayo
cromogénico en este caso debido a la elevada tasa de hidrélisis espontanea del pNP-butirato a
valores basicos de pH.

El efecto de la temperatura sobre la estabilidad de los PhaZs,.,-CLEAs se determiné incubando
10 mg de derivado en tampén Tris-HCI 50 mM pH 7 a diferentes temperaturas entre 30 y 80°C
durante 45 minutos. La actividad remanente en el derivado tras la incubacién se midié tras
sedimentar los CLEAs por centrifugacién, mediante el ensayo cromogénico para CLEAs.

El perfil de actividad frente a temperatura de los PhaZ.,-CLEAs se estudio entre 30 y 80°C con
5 mg de derivado en tampdn Tris-HClI 50 mM pH 7 con CaCl, 2 mM, siguiendo el ensayo de
actividad cromogénico especifico para CLEAs a la temperatura correspondiente.

La inactivacion térmica de los PhaZs,-CLEAs se estudié mediante la incubacién de 5 mg de
derivado en 500 uL de tampdn Tris-HClI 50 mM pH 7 suplementado con CaCl, 2mM a 40 y 60°C.
Se incubaron a distintos tiempos desde 0 hasta 270 minutos, en cada punto se extrajo el
correspondiente vial, se separd el derivado por centrifugacién y se evalud la actividad residual

mediante el ensayo cromogénico de actividad especifico para CLEAs.

23. Inmovilizacidn de PhaZg, en particulas magnéticas

Para la inmovilizacion de PhaZs, se emplearon particulas de magnetita [0xido de hierro (I1,111)]
comerciales (Sigma-Aldrich) con un tamafio promedio de 50 nm, estimado mediante
microscopia electrénica de transmision.

23.1 Funcionalizacién de las particulas magnéticas

Para activar las particulas magnéticas con grupos amino se siguié el protocolo desarrollado por

del Campo et al. (2005). Previamente se lavaron 150 mg de particulas magnéticas tres veces
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con 10 mL de agua desionizada en un tubo de 15 mL, sedimentando las particulas por
centrifugacion entre lavados y disgregando los sedimentos durante 15 minutos en un bafio de
ultrasonidos para obtener una suspension homogénea. A continuacidn se resuspendieron las
particulas lavadas en 15 mL de agua desionizada y se transfirieron a un matraz de 25 mL con
310 pL de (3-aminopropil)trimetoxisilano (APTMS), alcanzando una concentracidn final del 2%
(v/v). Se evacud el aire del matraz mediante un flujo de argdn para evitar la oxidacion de las
particulas magnéticas y se cerré herméticamente. Este matraz se incubé en un bafio de aceite
mineral a 70°C con agitacién mecdnica vigorosa durante aproximadamente 18 horas. Tras la
reaccién se recuperaron las particulas y se volvieron a lavar 4 veces con 10 mL de agua
desionizada para eliminar los restos del reactivo, finalmente se secaron las particulas

completamente en un desecador a vacio hasta obtener un polvo fino.

24. Experimentos de sintesis orgdnica en medios no acuosos empleando PhaZg,,

como catalizador

Todos los experimentos de sintesis organica fueron realizados en las instalaciones del Instituto
de Quimica Técnica y Macromolecular (ITMC) de la Universidad RWTH en Aachen, Alemania.

La PHB despolimerasa PhaZs, fue empleada para realizar distintos experimentos de sintesis
organica en medios no acuosos, para ello se dializé la enzima frente a tampdn fosfato potdsico
5 mM pH 7 y a continuacién se liofiliz6 esta preparaciéon durante 48 horas. Esta enzima
liofilizada fue empleada como catalizador en los experimentos. Los ensayos fueron llevados a
cabo en atmdsfera de nitrégeno, controlando la temperatura de los viales en bafio de aceite
mineral termostatizado y con agitacién magnética.

El peso molecular promedio en nimero (M,) de los polimeros u oligdmeros, asi como su
dispersidad (D) se calcularon mediante cromatografia de filtracién en gel (GPC) con cloroformo
como fase mavil. Se empled una bomba HPLC Jasco PU-2080-Plus, un detector Jasco 2031 Plus
Rl y cuatro columnas MZ-Gel SD Plus de 50, 100, 10’ y 10* A en serie, a 30°C y un flujo de 1
mL/minuto. Los valores de M, y D fueron determinados mediante patrones de metil
metacrilato de distribucién estrecha. El peso molecular promedio en ndimero (M,) de un
polimero representa la media aritmética del tamaifo molecular de todas las cadenas
poliméricas de una muestra. La dispersidad (D) de los polimeros mide la heterogeneidad en el
tamafio molecular de las cadenas de dicho polimero, cuanto menor es su valor, mayor es la

uniformidad en el tamafio de las distintas cadenas sintetizadas.
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Las estructuras quimicas de los productos sintetizados fueron analizadas mediante
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN). Los espectros de 'H y *C fueron
adquiridos mediante un espectrometro Bruker DPX-400 FT-NMR a 400 y 101 MHz,
respectivamente, usando cloroformo deuterado como disolvente. Los desplazamientos
quimicos registrados se relacionaron con los obtenidos para el patrén tetrametilsilano. Los
espectros de RMN se utilizaron para calcular los porcentajes de conversion de sustratos a

productos en las distinta reacciones ensayadas.
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1. Busqueda y deteccion de PHB despolimerasas extracelulares en cepas de

Streptomyces

1.1 Busqueda in silico de secuencias de PHB despolimerasas procedentes del género

Streptomyces

La busqueda de PHB despolimerasas extracelulares de cepas del género Streptomyces en la
bibliografia y las bases de datos de secuencias, condujo a la seleccién de dos especies
candidatas para su estudio. En primer lugar, Streptomyces exfoliatus, descrita como
degradadora de PHB y PHO, cuya PHB despolimerasa habia sido previamente clonada en E. coli
y brevemente caracterizada (Klingbeil et al. 1996). En segundo lugar, Streptomyces
hygroscopicus var. ascomyceticus, cepa en la cual se habia localizado y secuenciado un gen
(fkbU) dentro de una regidon génica encargada de la biosintesis del antibidtico macrélido
ascomicina. Mediante alineamiento de la secuencia de fkbU con la base de datos de
secuencias, usando la herramienta BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), se clasificé su
producto génico como una potencial PHB despolimerasa extracelular, dado que presenta una
identidad de secuencia del 50% con la PHB despolimerasa extracelular PhaZ3 de Paucimonas
lemoignei (cédigo de acceso Genbank U68170). Posteriormente esta variedad bacteriana fue
reclasificada como Streptomyces ascomycinicus (DSMZ 40822/NBRC 13981), tras un estudio
genotipico y fenotipico detallado de cultivos de distinta procedencia, todos anteriormente

agrupados bajo la denominacion Streptomyces hygroscopicus (Kumar y Goodfellow 2010).

1.2 Analisis y alineamiento de las secuencias de aminoacidos de PhaZs., y PhaZs,

Las secuencias de aminodcidos de las PHB despolimerasas de S. exfoliatus (PhaZs,) y de S.
ascomycinicus (PhaZs,), fueron analizadas mediante el uso de varias herramientas
bioinformaticas y servidores.

El servidor SignalP 4.1 (Petersen et al. 2011), disponible en la pagina
www.cbs.dtu.dk/services/SignalP, se empled para predecir la existencia y longitud de péptidos
sefiales de secrecién en PhaZs., y PhaZs, basandose en su secuencia completa de aminoacidos.
En ambos casos se detectaron péptidos sefial con un elevado nivel de confianza, y atendiendo
a los sitios de corte predichos, el péptido sefial de PhaZs, contaria con 26 aminoacidos,
mientras que el de PhaZs, estaria formado por 58 residuos (Figura 15).

La secuencia de aminoacidos de las PHB despolimerasas PhaZs., y PhaZs, maduras (tras la
escision del péptido sefial) se analizdé mediante la herramienta informatica ProtParam

(Gasteiger et al. 2005), que computa diversos parametros fisicos y quimicos de proteinas en
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Figura 15: Prediccion de péptidos sefial y puntos de corte en las secuencias de PhaZs,., (izquierda) y
PhaZs, (derecha) realizada por el servidor SignalP 4.1. La puntuacidon C, en rojo, indica la probabilidad de
un lugar de corte de péptido seiial. S, en verde, indica la probabilidad de presencia de un péptido sefial
en una ubicacion determinada, el parametro Y, en azul, combina ambas puntuaciones para realizar una
prediccion mas exacta y fiable sobre el punto de corte del péptido sefial.

funcién de su secuencia. Con esta herramienta se calculé que PhaZs, madura es una proteina

de 462 aminodacidos y una masa molecular de 47,9 kDa, con un punto isoeléctrico (pl) tedrico
de 5,26. Destaca el elevado numero de cisteinas, un total de 10, lo que apunta hacia la
existencia de uno o varios puentes disulfuro intracatenarios. En el caso de PhaZs, madura se
encontré un numero casi idéntico de aminodacidos, 461, sélo uno menos que PhaZs.,, con una
masa molecular muy cercana, de 48,0 kDa y un pl teédrico de 5,31. Asimismo cuenta con 8
cisteinas en su secuencia, posibilitando el establecimiento de enlaces disulfuro intracatenarios.
Ambas secuencias completas de PhaZs., y PhaZs, con sus péptidos sefial fueron comparadas
para evaluar el grado de similitud entre ellas. Para ello se empled la aplicacidn bioinformatica
MatGAT 2.02 (Campanella et al. 2003), que mediante la matriz de sustitucion de aminodcidos
BLOSUM 62 hallé una identidad del 25,9% y una similitud del 41,2%.

Dado que ambas PHB despolimerasas pertenecen a bacterias Gram positivas del grupo de los
actinomicetos, sus genes poseen secuencias inusualmente ricas en guanina y citosina (G+C)
(Wright y Bibb 1992). Se analizé el uso de codones en su secuencia génica mediante la
herramienta de andlisis de codones raros de Genscript (http://www.genscript.com/cgi-
bin/tools/rare_codon_analysis) para evaluar su posible clonaciéon y expresidn en un
hospedador Gram negativo como Escherichia coli. Se confirmé el elevado contenido en G+C en
ambos genes, phaZs., cuenta con un 69% mientras que fkbU presenta un 72%. Adicionalmente
se encontré en phaZs.,un 5% de codones considerados raros en E. coli, mientras que en el caso
de fkbU el nimero de codones raros asciende al 7%. La presencia de estos codones poco
frecuentes dificulta la obtencion de un nivel elevado de expresién en un organismo

hospedador como E. coli. Ambos genes coinciden en un bajo indice de adaptacion de codones
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(CAl) de 0,73. Este indice da una valoracidn aproximada de la probabilidad de éxito de
expresion de un gen heterdlogo en un hospedador determinado (Sharp y Li 1987), y se
considera que un valor por debajo de 0,8 implica dificultades para una adecuada expresion.

Las secuencias de aminodcidos de PhaZs., y PhaZs, fueron alineadas frente a las de otras PHB
despolimerasas extracelulares con homologia de secuencia (Figura 16). lLas secuencias
homodlogas para el alineamiento fueron seleccionadas mediante la aplicacion BLAST, eligiendo
secuencias completas con nivel de identidad siempre inferior al 58% con PhaZs., o PhaZs,, para
minimizar la redundancia en los alineamientos. Las PHB despolimerasas seleccionadas para
este alineamiento con PhaZs, pertenecen a especies bacterianas Gram positivas (Nocardia
seriolae N-2927, Stackebrandtia nassauensis DSM 44728 y Streptomyces purpureus), Gram
negativas (Delftia acidovorans, Halomonas sp. TDO1, Burkholderia pseudomallei, Bdellovibrio
bacteriovorus HD100, Microcystis aeruginosa PCC 9809, Ramlibacter tataouinensis TTB310,
Chromobacterium violaceum ATCC 12472, Caldimonas manganoxidans) y al hongo ascomiceto
Penicillium funiculosum. En el caso de PhaZs,, las secuencias procedieron de bacterias Gram
positivas (Catenulispora acidiphila, Streptomyces flavogriseus, Nocardiopsis dassonvillei,
Thermobifida fusca y Janibacter sp.) y Gram negativas (Haliangium ochraceum, Paucimonas
lemoignei y Ralstonia pickettii). Se generd una matriz de similitud/identidad para cada grupo
de secuencias mediante el programa MatGAT 2.02, para verificar una identidad inferior al 58%
entre cualquier par de secuencias de cada grupo. El alineamiento dptimo de ambos grupos de
secuencias fue realizado mediante el servidor T-COFFEE (Notredame et al. 2000), (disponible
en www.tcoffee.org), y los resultados fueron representados mediante el programa Jalview 2.8
(Waterhouse et al. 2009).

En ambos alineamientos, esquematizados en la figura 16, podemos encontrar regiones
altamente conservadas en todos las secuencias homdlogas, principalmente destacan los
aminodcidos que han sido propuestos como integrantes de la triada catalitica (Jendrossek y
Handrick 2002), que para PhaZs,, serian Ser* Asp111 e His'®, y en el caso de PhaZs,, Ser3!
Asp®® e His®™® (numeracion referente a la secuencia de las proteinas maduras), y que estan
estrictamente conservados en todas las secuencias alineadas, asi como parte de los
aminoacidos dentro de su entorno inmediato, como en el caso de la caja lipasa en la que se
enmarcan las serinas cataliticas. Otra regién involucrada en la catdlisis es la cavidad del
oxianidn, cuya ubicacién propuesta esta en torno a His?’ de PhaZ,, e His*® de Phazs,, también
conservadas en todas las secuencias. Asimismo cabe destacar el alto grado de conservacion de
las cisteinas de ambas despolimerasas, al contrario que la mayoria de aminodacidos adyacentes,
lo que sugiere la relevancia de estos residuos a la hora de proporcionar estabilidad estructural

a las enzimas mediante enlaces disulfuro intracatenarios.
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Figura 16: Alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de PhaZs,, (arriba) y PhaZs, (abajo). Se resaltan los aminodcidos y regiones con un posible papel
destacado en la catalisis, asi como detalles relevantes de la organizacién de los dominios de cada secuencia. Solo se representan regiones con elevado nivel de
conservacion, las lineas azules verticales indican fragmentos de secuencia no mostrados. Los dominios espaciadores fibronectina tipo lll no estdn mostrados. La
numeracién de los aminoacidos corresponde a la secuencia de PhaZs,, y PhaZs, maduras (sin péptido sefial).
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1.3 Evaluacion de las actividades PHB y PHO despolimerasa extracelulares de cepas

bacterianas del género Streptomyces

Para confirmar la actividad PHB despolimerasa extracelular atribuida a Streptomyces
ascomycinicus y encontrar otras cepas de Streptomyces capaces de degradar PHAs, se llevd a
cabo un ensayo de crecimiento de esporas de distintas especies en placas de medio minimo
salino suplementadas con una suspensiéon de PHB o emulsién de P(HO-co-HH) en agua como
Unica fuente de carbono. Streptomyces exfoliatus fue empleado como control positivo para la
degradacion extracelular de scl y mcl-PHAs. Para este ensayo de cultivaron durante 5 dias las
esporas de 6 especies de Streptomyces (S. exfoliatus, S. ascomycinicus, S. coelicolor, S. albus, S.
lividans y S. lavendulae) a 30°C. Las especies capaces de usar el PHA extracelular mostraron un

claro crecimiento miceliar, acompafiado por la formacion de halos transparentes de hidrdlisis

alrededor de las estrias, como se puede apreciar en las figuras 17y 18.

Figura 17: Deteccién de actividad PHB despolimerasa extracelular en cepas de
Streptomyces sobre medio minimo salino suplementado con suspensién de PHB
como Unica fuente de carbono. Las especies empleadas son S. exfoliatus (A), S.
ascomycinicus (B), S. albus (C), S. coelicolor (D), S. lividans (E) y S. lavendulae (F).
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Tal como se esperaba, S. exfoliatus mostré su capacidad para degradar ambos tipos de PHA.
Por su parte, se confirma a S. ascomycinicus como productor de PHB despolimerasa
extracelular, aunque el halo de hidrdlisis formado no fue de tanta entidad como en el caso de
S. exfoliatus, debido probablemente a un crecimiento mas lento, como se puede ver en la
figura 17, y por consiguiente un menor nivel de produccion de enzimas extracelulares.
Adicionalmente, S. albus también demostré ser capaz de crecer rapidamente con PHB
extracelular como fuente de carbono y energia, dando lugar a un halo de tamafio considerable,
aunque no tan extenso como en el caso de S. exfoliatus.

Ninguna de las especies ensayadas aparte del control positivo Streptomyces exfoliatus fue

capaz de degradar P(HO-co-HH) en las condiciones del experimento, como se observa en la

figura 18.

Figura 18: Deteccidn de actividad PHO despolimerasa extracelular en cepas de Streptomyces
sobre medio minimo salino suplementado con emulsiéon de P(HO-co-HH) como Unica fuente de
carbono. Las especies empleadas son S. exfoliatus (A), S. ascomycinicus (B), S. albus (C), S.
coelicolor (D), S. lividans (E) y S. lavendulae (F).
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2. Clonacidn, expresion y purificacion de PhaZs,, y PhaZg,

2.1 Clonacidn y expresion de PhaZs., y PhaZs, en Escherichia coli BL21(DE3)

Las secuencias de DNA de ambas PHB despolimerasas fueron amplificadas por PCR empleando
los oligonucleétidos cebadores recogidos en la tabla 2, y colocando en los extremos de los
cebadores las dianas de restriccion adecuadas, se pudieron digerir los fragmentos amplificados
e insertarlos directamente en sus pldsmidos de destino, en este caso pET28, bajo el control del
promotor del fago T7, muy fuerte y especificamente reconocido por la RNA polimerasa de
dicho fago T7. Este plasmido sirve como vector de clonacidn y expresidén de proteinas en cepas
de E. coli como BL21(DE3), que contienen un liségeno del fago A DE3 expresando la RNA
polimerasa del fago T7 bajo el promotor lacUVS5, inducible mediante IPTG.

Una vez construidos a partir de pET28 los vectores de PhaZs, con y sin péptido seiial de
secrecién (pEPET1 y pEPET2, respectivamente) y de PhaZs, (pHPET), dichas construcciones
(Figura 21), asi como el plasmido control pET28, se transfirieron a E. coli BL21(DE3) para su
expresion. Los clones se crecieron hasta una densidad éptica de 0,5 y después se indujo la
expresion de los genes clonados mediante la adiciéon de IPTG 0,5 mM. Tras cuatro horas de
expresién inducida se recogieron las células por centrifugacidn y se analizd la expresion de las
distintas construcciones tanto en los caldos de cultivo como en los extractos celulares solubles

e insolubles, mediante SDS-PAGE (figura 19).
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Figura 19: Analisis SDS-PAGE de la expresion de las PHB despolimerasas PhaZs,., y PhaZs, en E. coli
BL21(DE3). Carriles 1 a 4: 100 pL de sobrenadantes extracelulares precipitados con acetona fria.
Carriles 6 a 9: Extractos intracelulares solubles. Carriles 11 a 14: Desechos celulares insolubles. Los
carriles 1, 6 y 11 corresponden al control negativo pET28; los carriles 2, 7 y 12 pertenecen al clon de
PhaZs, (pHPET); 3, 8 y 13 corresponden al clon de PhaZs., con péptido sefial de secrecién (pEPET1) y
los carriles 4, 9 y 14 pertenecen al clon de PhaZ,, sin péptido sefal de secrecién (pEPET2). Los carriles
5, 10 y 15 contienen el patrén de pesos moleculares de amplio intervalo (Bio-Rad). La flecha indica la
posicion de los cuerpos de inclusion de las PHB despolimerasas hiperexpresadas.
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También se ensayd la actividad de las distintas fracciones mediante ensayo de actividad PHB
despolimerasa en placa, como se muestra en la figura 20. No se detecta actividad PHB
despolimerasa en los extractos celulares solubles ni insolubles, en cambio si se aprecia un bajo
nivel de actividad en el caldo de cultivo de pHPET, sélo detectable tras la incubacion de la placa

de actividad durante aproximadamente 48 horas a 37°C.

Figura 20: Ensayo de actividad PHB despolimerasa en placa de las distintas fracciones de
cultivos de E. coli BL21(DE3) pHPET (clon de PhaZs,), pEPET1 (clon de PhaZs, con péptido
sefial), pEPET2 (clon de PhaZs,, sin péptido sefial) y el control negativo pET28. 1. Sobrenadantes
extracelulares. 2. Extractos intracelulares solubles. 3. Desechos celulares insolubles. Los halos
alrededor de los pocillos indican hidrdlisis del PHB.

2.2 Clonacidn y expresion de PhaZs., y PhaZs, en Rhodococcus sp. T104

De forma similar a la empleada para la expresion en E. coli, los genes codificantes para las PHB
despolimerasas PhaZs, y PhaZs, fueron amplificados por PCR e introducidos en el vector
bifuncional de clonacién y expresion pEM4, capaz de replicar tanto en E. coli como en
Streptomyces. Para la expresién en Rhodococcus sp. T104 se afiadié la secuencia consenso del
sitio de unién al ribosoma de Streptomyces (GGAGG) en los oligonucleétidos de PCR del
extremo 5” de los genes a amplificar, en la posicion -5 ¢ -7, antes del codén de iniciacidn. El
pldsmido pEM4 se empled Unicamente para incorporar la secuencia del promotor fuerte y
constitutivo ermE* al extremo 5° de las secuencias clonadas, obteniendo de esta manera las
construcciones pEPEM1, pEPEM2 y pHPEM (Figura 21).

Estas tres construcciones se digirieron con las endonucleasas de restriccion adecuadas para
escindir los genes clonados junto con el promotor ermE* y la secuencia de unién al ribosoma.
Estos fragmentos se transfirieron al plasmido bifuncional pNV19, capaz de replicar en E. coliy
también en bacterias Gram positivas como Nocardia o Rhodococcus (Chiba et al. 2007), dando

lugar a las construcciones definitivas para expresion en Rhodococcus: pEPNV1, pEPNV2 y
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pHPNV (Figura 21), que al igual que el pldsmido control pNV19 se transfirieron por
electroporacion a células competentes de Rhodococcus sp. T104.

Los clones de PhaZs., y PhaZs, en Rhodococcus sp. T104 y el correspondiente control negativo
portando pNV19 fueron cultivados en medio liquido 2xYTG durante 3 dias, tras los cuales se
separaron las células de los caldos de fermentacién. Una vez lavadas para retirar los restos de
caldo extracelular, las células se rompieron por tratamiento con ultrasonidos y se separd el
extracto intracelular soluble del insoluble. Finalmente se ensayd en placa la actividad PHB
despolimerasa de cada una de las fracciones obtenidas, y se analizaron también por SDS-PAGE.

Como se puede comprobar en la figura 22, sélo se detecté halo de actividad en los caldos de
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Figura 21: Esquema de las construcciones generadas para la expresion heteréloga de las PHB
despolimerasas de S. exfoliatus con péptido sefial (pEPET1, pEPEM1 y pEPNV1), sin péptido sefial
(PEPET2, pEPEM2 y pEPNV2) y de S. ascomycinicus (pHPET, pHPEM y pHPNV). Abreviaturas: lacl: gen del
represor Lacl, que reprime la expresidn en ausencia de IPTG. KmR: gen de resistencia a kanamicina,
ApR: gen de resistencia a ampicilina. TsrR: gen de resistencia a tioestreptona. pUC: fragmento
procedente de un plasmido pUC, para replicaciéon en E. coli. pWHMA4: fragmento procedente del
plasmido pWHMA4, para replicacidn en Streptomyces. repA y repB: genes necesarios para la replicacion
en Mycobacterium y otras bacterias Gram positivas. colE1 ori: origen de replicacién en E. coli. p.s.:
secuencia codificante del péptido sefial de secrecion de la PHB despolimerasa de S. exfoliatus.
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fermentacién extracelulares de las construcciones pEPNV1 y pHPNV, no hallando un nivel
detectable de actividad PHB despolimerasa en los extractos intracelulares solubles ni en los
restos celulares insolubles. Tampoco se detectd actividad en ninguna de las fracciones del clon
pPEPNV2, que contiene el gen de la despolimerasa PhaZs,, sin el péptido sefal de secreciéon N-

terminal.

Figura 22: Ensayo de actividad PHB despolimerasa en placa de las distintas
fracciones de cultivos de 72 horas de Rhodococcus sp. T104 pHPNV (clon de PhaZg,),
PEPNV1 (clon de PhaZs, con péptido sefial), pEPNV2 (clon de PhaZs,, sin péptido
sefial) y el control negativo pNV19. 1. Caldos de fermentacion. 2. Extractos
intracelulares solubles. 3. Desechos celulares insolubles. Los halos alrededor de los
pocillos indican hidrdlisis del PHB.

El andlisis de las distintas fracciones de los cultivos mediante SDS-PAGE concuerda con el
analisis de su actividad (Figura 23). En los caldos de fermentaciéon de Rhodococcus sp. T104
pHPNV y pEPNV, que presentaban actividad PHB despolimerasa, se puede observar una banda
de proteina de un tamafio molecular en torno a 50 kDa que no estd presente en el caldo del
control negativo portando el plasmido pNV19 ni tampoco en el de pEPNV2, lo que demuestra
el éxito de este sistema de expresion heterdloga, obteniendo la produccién de enzima activa y
extracelular, incluso con el empleo de los péptidos senal de las enzimas nativas. Al cultivar los
clones de Rhodococcus sp. T104 pEPNV1 y pEPNV2 en medio 2xYTG suplementado con PHB, se
observa la necesidad de un péptido seial de secrecidn para la expresién extracelular de la PHB
despolimerasa PhaZs,.,, como se muestra en la figura 24.

Respecto a los extractos celulares no se aprecian diferencias significativas entre los patrones
proteicos de los distintos cultivos, a excepcién de una banda de aproximadamente 30 kDa que

parece estar ligeramente sobreexpresada en el extracto soluble de pHPNV, asi como en su
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fraccion celular insoluble. Esta banda esta presente con distinto nivel de expresién en todos los

cultivos, incluido el control negativo pNV19, y su identidad no ha sido determinada.
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Figura 23: Analisis SDS-PAGE de la expresién de las PHB despolimerasas PhaZs., y PhaZg, en
Rhodococcus sp. T104. Carriles 1 a 4: Caldos de fermentacidn. Carriles 6 a 9: Extractos
intracelulares solubles. Carriles 10 a 13: Desechos celulares insolubles. Los carriles 1, 6 y 10
corresponden al control negativo pNV19; los carriles 2, 7 y 11 pertenecen al clon de PhaZg,
(pHPNV); 3,8y 12 corresponden al clon de PhaZs,, con péptido sefal de secrecion (pEPNV1) y los
carriles 4, 9 y 13 pertenecen al clon de PhaZs, sin péptido sefial de secrecion (pEPNV2). Los
carriles 5 y 14 contienen el patron de pesos moleculares de amplio intervalo (Bio-Rad). La flecha
indica la posicidn de las bandas correspondientes a las PHB despolimerasas en el caldo de
fermentacion.

Figura 24: Ensayo de actividad PHB despolimerasa extracelular de las clones Rhodococcus sp.
T104 pEPNV1 y pEPNV2, que expresan el gen phaZSex con y sin la secuencia codificante de su
péptido sefial de secrecidn, respectivamente. Estas cepas se sembraron en el medio rico 2xYTG,
con una capa superficial de suspension de PHB. Como se puede observar por la aparicion de
halos translucidos, el clon pEPNV1 (A) produce y secreta la PHB despolimerasa PhaZs,, de forma
constitutiva (sin necesidad de induccién) y sin estar sujeta su expresidon a ningun tipo de
represion catabdlica, a diferencia del clon pEPNV2 (B), que produce la enzima sin péptido sefial.

De esta forma se confirma definitivamente que la enzima PhaZs,, codificada por fkbU es una

PHB despolimerasa extracelular, como apuntaban las bldsquedas por homologia de secuencia
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en las bases de datos, dado que es capaz de degradar dPHB. Asimismo se confirma el éxito del
sistema de expresion heterdloga de las PHB despolimerasas PhaZs, y PhaZs.,, que por primera
vez son expresadas en un hospedador Gram positivo, dando lugar a ambas enzimas

exclusivamente en forma soluble y extracelular.

2.3 Secuenciacion de aminoacidos del extremo N-terminal de PhaZs,, y PhaZs,

La secuenciacidn, mediante degradacidn secuencial de Edman, de los 17 aminoacidos situados
en el extremo N-terminal de las proteinas recombinantes maduras PhaZs,., y PhaZs,, producidas
en Rhodococcus sp. T104, dio como resultado las secuencias indicadas en la tabla 4. Ambas
secuencias coinciden exactamente con lo predicho por el servidor SignalP 4.1. La presencia y
longitud exacta del péptido sefial de PhaZs,, de 26 aminodacidos, se confirma respecto a
anteriores trabajos, y se describe por primera vez el péptido sefial de PhaZs,, que resulta ser

inusualmente largo, con 58 aminodcidos.

Tabla 4: Secuencias N-terminal de aminodcidos de las PHB despolimerasas purificadas

PHB despolimerasa Secuencia N-terminal
PhaZsex AVPAPTPGSLQQYNIGS
PhaZs, AAGLAKPGLTKADLTEV

2.4 Andlisis de un posible coddn alternativo de inicio de la traduccion de PhaZg,

El extremo N-terminal de la proteina madura nos permite conocer el punto de corte en el cual
se escinde el péptido sefial al ser secretada la despolimerasa al medio extracelular, sin
embargo, la considerable longitud del péptido seial de PhaZs, deducida de la secuencia N-
terminal sugiere que el punto de inicio de la traduccién proteica pueda estar situado en una
posicidn mds avanzada de lo que en principio se asumid. Analizando la secuencia de
nucledtidos del extremo 5° de fkbU no se encuentra ninglin coddn de inicio estandar ATG, sin
embargo si se puede localizar otro posible codén de inicio alternativo GTG, muy frecuente en
genes de actinomicetos. Este posible coddn de inicio alternativo se localiza en la posicion 97-
99 del posible marco abierto de lectura, ademds estd precedido por una secuencia GGAGC,
muy similar a la consenso de unién al ribosoma (GGAGG) y a una distancia de 7 bases,
compatible con esta funcion de inicio de la traduccion.

Para comprobar cual de los posibles codones de inicio esta funcionando en nuestro sistema de
expresion se construyé mediante PCR una nueva versién del pldsmido pHPNV llamada

pHPNV*GTG, conteniendo el gen fkbU bajo el control del promotor ermE*, pero con una
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secuencia codificante del péptido sefial mas corta, y conservando el posible sitio de unién del
ribosoma (GGAGC) localizado 7 bases antes del codén GTG. Con esta construccién se pretendio
expresar PhaZs, con un péptido sefial de tan solo 26 aminodcidos, longitud exactamente
coincidente con el descrito en PhaZs.,. Analizando esta nueva secuencia resultante mediante el
servidor SignalP 4.1, encontramos que el péptido senal sigue siendo reconocido con el mismo
punto de corte y un elevado valor de confianza.

Sin embargo, al intentar expresar esta construccion en Rhodococcus sp. T104 no se detecté
ninguna actividad PHB despolimerasa en el caldo de fermentacién ni en ninguno de los
extractos celulares ensayados. Adicionalmente, se analizé6 mediante SDS-PAGE el caldo de 72
horas de fermentacion de Rhodococcus sp. T104 pHPNV*GTG sin hallar ninguna proteina del
tamafio aproximado de PhaZs,, indicando la ausencia de expresion con el codén alternativo

propuesto.

2.5 Purificacion de PhaZs., y PhaZs, mediante cromatografia de intercambio anidnico
En primer lugar se abordd la purificacion de las PHB despolimerasas PhaZs., y PhaZs, por
intercambio anidnico, a partir del caldo de fermentacidon de Rhodococcus sp. T104 pEPNV1 o
pHPNYV, cultivados durante 3 dias y concentrados en lecho seco de polietilenglicol 35.000. Dos

intercambiadores anidnicos diferentes se emplearon con este propésito:

2.5.1 DEAE-Sepharose: Este intercambiador anidnico débil estd activado con grupos dietil
aminoetil, cargados positivamente, por lo que se debe usar a un pH al que la proteina de
interés presente una carga neta negativa; como las formas maduras de PhaZs, y PhaZg,
presentan valores tedricos de pl de 5,26 y 5,31, respectivamente, se desarrollaron estas
purificaciones en tampdn Tris-HCl a pH 8. Para estas pruebas preliminares, el soporte
cromatografico se empled en discontinuo, tomando una alicuota de resina activada con DEAE
donde se cargd la muestra, procediendo a los lavados y la elucidn, sin aplicar un flujo a través
de dicha resina.

Ninguna de las PHB despolimerasas se une eficazmente al soporte con DEAE, casi la totalidad
de estas enzimas se recupera con el eluido de carga y los sucesivos lavados. Sin embargo, una
cantidad muy minoritaria de PhaZs, parece adsorberse al soporte, ya que al aplicar un volumen
de tampdn con una concentracion 0,25 M de NaCl se aprecia un tenue halo de hidrdlisis

debido a la elucidn de esta fraccién de PhaZs, unida débilmente al DEAE.

2.5.2 Amonio cuaternario-metacrilato: Para potenciar la adsorcién electrostatica de PhaZg, a

un intercambiador anidnico, se realizé esta prueba en continuo con un soporte activado con
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grupos amonio cuaternario, considerado un intercambiador aniénico fuerte. Se llevd a cabo
Unicamente con el caldo dializado y concentrado de Rhodococcus sp. T104 pHPNV, productor
de PhaZs,. Se empled un cartucho preempaquetado Econo-pac High Q (Bio-Rad) de 5 mL de
lecho, en el que se cargaron 5 mL del caldo de fermentacidn, equilibrado a pH 8. Tras llevar a
cabo los lavados y la elucidén en gradiente ascendente de concentracion de 0 a 0,25 M de NaCl

se analizaron las distintas fracciones mediante ensayo de actividad en placa y SDS-PAGE.
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Figura 25: Purificacion de PhaZs, mediante intercambio anidnico en cartucho High Q (Bio-
Rad) de amonio cuaternario-metacrilato. A. Ensayo de actividad PHB despolimerasa en
placa de los lavados (L1-17, rotulados en negro) y la elucién en gradiente ascendente de
concentracion de NaCl (E1-40, rotulados en rojo). La elipse roja marca las fracciones de
elucién con actividad. B. Analisis SDS-PAGE de las fracciones de elucién con actividad PHB
despolimerasa E15 y E16. A la derecha se muestra el patrén de pesos moleculares de amplio
intervalo (Bio-Rad). La flecha indica la banda correspondiente a PhaZg,,.

En la figura 25 se constata que PhaZs, no interacciona eficazmente con el soporte y la mayoria
de enzima eluye durante los lavados. Sin embargo, se observa de nuevo una pequefia
proporcién de PHB despolimerasa que si se mantiene adsorbida a la matriz, y eluye al principio
del gradiente, cuando la concentracion de NaCl alcanza aproximadamente 90 mM. Se
analizaron las fracciones que presentaban actividad mediante SDS-PAGE (Figura 25). Para ello,
se precipitaron las proteinas de 100 pulL de cada muestra y del caldo de fermentacién con
acetona fria, y se cargd todo el sedimento en un gel. Se puede ver que PhaZs, eluyé con una
baja concentraciéon, pero aparentemente muy pura, sin rastro visible de proteinas

contaminantes.

2.6 Purificacion de PhaZs,, y PhaZs, mediante cromatografia de interaccion

hidrofdbica
Ambas PHB despolimerasas fueron purificadas desde el caldo de fermentacidon de Rhodococcus

sp. T104 pEPNV1 (productor de PhaZs,) o pHPNV (productor de PhaZs,), mediante
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cromatografia de interacciéon hidrofébica. Con este fin se optdé por una estrategia de
purificacién en dos etapas. En primer lugar, se realizé una etapa de captacion de la enzima,
mediante un soporte de tamafio medio de particula de 90 um (FF) en la que separamos las
PHB despolimerasas del caldo de cultivo, desechando muchas proteinas contaminantes asi
como gran parte de los elementos no proteicos presentes en el caldo de fermentacion
(principalmente sacaridos, lipidos y acidos nucleicos), obteniendo nuestra enzima de interés en
solucion tamponada que contenia una concentracidn de sulfato amdnico por debajo de 0,5 M.
En segundo lugar se llevd a cabo una fase de pulido, en la que se empled un soporte con un
tamafio medio de particula de 34 um (HP), que permite una elevada resolucién, y proporciona
un gran nivel de pureza y concentracién.

Para el primer paso de las purificaciones de PhaZs,, y PhaZs, se prepard una columna con 100
mL de lecho de octil FF Sepharose, en la que se aplicé un litro de caldo de fermentacién de 72
horas de Rhodococcus sp. T104 pEPNV1 o pHPNV con sulfato amdnico 0,5 M. Tras lavar la
columna con el tampdn de equilibrado, se procedié a retirar gradualmente el sulfato amadnico,
permitiendo la desorcidn de las proteinas retenidas. Las fracciones que presentaron actividad
PHB despolimerasa en placa fueron analizadas por SDS-PAGE (figuras 26 y 27), y aquellas que
presentaban una cantidad detectable de PHB despolimerasa fueron acumuladas y preparadas
para el segundo paso de la purificacion mediante la adicién de sulfato amodnico hasta

restablecer una concentracién de 0,5 M.
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Figura 26: Andlisis SDS-PAGE de fracciones de las distintas fases de la
purificacion de PhaZs.,. 1. Caldo de cultivo de Rhodococcus sp. T104 pEPNV1.
2. Fraccion eluida tras el primer paso de la purificacién en octil Sepharose FF.
3. PhaZ,, pura tras el segundo paso de la purificacién en butil Sepharose HP.
4. Patron de pesos moleculares de amplio intervalo (Bio-Rad).
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El segundo paso de la purificacién de PhaZs,., consistié en cargar la muestra obtenida en el
primer paso en un cartucho de 5 mL de butil HP Sepharose. Esta aplicacion se dividid en tres
tandas iguales de aproximadamente 110 mL, debido al gran volumen de muestra obtenido tras
el primer paso de la purificacion, con el fin de procesar toda la muestra sin saturar de proteina
la columna empleada. Tras cargar cada una de las tres alicuotas de muestra se llevéd a cabo el
protocolo de elucidn en gradiente decreciente de concentracidn de sulfato amdnico,
analizando la actividad y pureza de las fracciones resultantes mediante ensayo de actividad en
placa y SDS-PAGE (Figura 26). De esta forma conseguimos obtener fracciones de PhaZs,, que
presentaban un alto grado de pureza.

El segundo paso de la purificacion de PhaZs, empled un cartucho de fenil HP Sepharose, en
este soporte se cargaron alicuotas de 50 mL de las fracciones seleccionadas, procedentes de
los 390 mL obtenidos en la primera etapa. Tras llevar a cabo el lavado de la columna y el
gradiente de concentracion de sulfato amdnico, PhaZs, se eluyd del soporte con una

homogeneidad electroforética total (Figura 27).
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Figura 27: Analisis SDS-PAGE de fracciones de las distintas fases de la purificacién de PhaZs,.
1. Caldo de cultivo de Rhodococcus sp. T104 pHPNV. 2. Fraccién eluida tras el primer paso de
la purificacion en octil Sepharose FF. 3. PhaZg, pura tras el segundo paso de la purificacion
en fenil Sepharose HP. 4. Patron de pesos moleculares de amplio intervalo (Bio-Rad).

Tabla 5: Tabla de purificacion de PhaZg,,

Fraccién Volumen Proteina Actividad Actividad Actividad Factor de Rendimiento

(mL) total (mg) (U/mL) total (U)  especifica (U/mg) purificacion (%)

Caldode 1.093 35,89 12 13.456 375 1,0 100

fermentacién

Octil 334 16,57 50 16.715 1.009 2,7 124

Sepharose

Butil HP 130 6,25 86 11.122 1.779 4,7 83

Sepharose
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Las tablas con los rendimientos resultantes de la purificacién de PhaZs,, y PhaZs, se muestran a

continuacién (Tablas 5y 6).

Tabla 6: Tabla de purificaciéon de PhaZs,

Fraccién Volumen Proteina Actividad  Actividad Actividad Factor de
(mL) total (mg) (U/mL) total (U)  especifica (U/mg) purificacion

Caldode 1.093 68,43 103 100.450 1.468 1,00
fermentacion

Octil 390 12,13 176 68.510 5.649 3,85
Sepharose

Fenil HP 220 6,10 172 37.876 6.212 4,23
Sepharose

Rendimiento
(%)

100

68

38

—

2.7 Inmunodeteccidon de PhaZs,, y PhaZs,

Para permitir la deteccion especifica de PhaZs, y PhaZs, mediante Western blot en las

aplicaciones biotecnolégicas de estas enzimas, se generaron anticuerpos policlonales en

conejo. Una vez preadsorbidos los antisueros con caldo de fermentacién de Rhodococcus sp.

T104 pNV19, se llevd a cabo su titulacién con el fin de comprobar su efectividad y encontrar

una dilucion adecuada para su uso. Las proteinas presentes en alicuotas de las PHB

despolimerasas purificadas fueron separadas mediante SDS-PAGE vy transferidas a membranas

de nitrocelulosa para proceder a su inmunodeteccion. Adicionalmente se llevé a cabo la

inmunodeteccién de PhaZs, en fracciones de los distintos pasos cromatograficos de su

purificaciéon (Figura 28).
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Figura 28: Inmunodeteccidn de PhaZ,., y PhaZs, mediante Western blot en membranas de nitrocelulosa. A.
SDS-PAGE de las etapas de purificacion de PhaZs,,. Carril 1: caldo de fermentacion de Rhodococcus sp. T104
PEPNV1, carril 2: caldo de Rhodococcus sp. T104 pNV19 (control negativo), carril 3: fraccion de elucién de

octil Sepharose FF, carril 4: fraccion de elucién de butil Sepharose HP, carril 5: patrén de pesos moleculares

de amplio intervalo (Bio-Rad). B. Western blot de las etapas de purificacién de PhaZs,, con antisuero

diluido 1/50.000. Carriles 1 a 4 igual que en A, carril 5: patrén pretefiido de pesos moleculares Precision
Plus All Blue (Bio-Rad). C. Western blot de PhaZs, con antisuero diluido 1/10.000. Carril 1: fraccién de
elucién de PhaZs, en butil Sepharose HP, carril 2: caldo de fermentacion de Rhodococcus sp. T104 pNV19

(control negativo), carril 3: patrén de pesos moleculares Precision Plus All Blue (Bio-Rad).
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Como se observa en la figura, ambos antisueros producen una fuerte sefal con la
correspondiente PHB despolimerasa empleando diluciones 1/50.000 en la membrana de
PhaZs., y 1/10.000 en la de PhaZs,. En cambio no producen ninguna sefial ante el caldo control
de Rhodococcus sp. T104 pNV19. Se pueden apreciar bandas de menor tamafio con una seial
débil incluso en las muestras de proteina purificada, lo que puede deberse a la presencia de
fragmentos de protedlisis de las despolimerasas, o impurezas no detectables mediante tincidn
con azul de Coomassie. El antisuero de PhaZs, con dilucién 1/10.000 produce una sefial muy
intensa y cierto ruido de fondo, por lo que se deberia diluir al menos hasta 1/50.000 para

lograr una deteccién mas especifica.

3. Caracterizacion funcional y estructural de PhaZs,, y PhaZs,

3.1 Espectros de absorbancia ultravioleta-visible de PhaZs,, y PhaZs,

Los espectros de absorbancia a longitudes de onda entre 200 y 600 nm de las PHB
despolimerasas purificadas fueron analizados mediante un espectrofotometro Beckman
Coulter DU 800. Los espectros de ambas enzimas mostraron un Unico pico de absorbancia en
este intervalo, con un maximo cerca de los 280 nm (Figura 29). En ambos espectros se puede
distinguir el caracteristico hombro de absorbancia a 290 nm debido a la presencia de 8 y 9

triptoéfanos en la estructura primaria de PhaZs., y PhaZs, respectivamente.

06 04
PhaZ,,, PhaZzs,

034
04
03 4 02

0.2 4

Unidades de absorbancia
Unidades de absorbancia

0.1 4

014

0.0 T T T T T T 0.0 T T T T T T
240 260 280 300 320 340 240 260 280 300 320 340

% (hm) L (nm)

Figura 29: Espectros de absorbancia ultravioleta de alicuotas de las
PHB despolimerasas PhaZs,, (izquierda) y PhaZs, (derecha) purificadas.

3.2 Espectrometria de masas MALDI-TOF de PhaZs,, y PhaZs,

Una vez purificadas las PHB despolimerasas PhaZs., y PhaZs, maduras, estas fueron analizadas
por MALDI-TOF para determinar de una manera mds precisa su masa molecular, asi como para
evaluar el estado de oligomerizacidon de la forma activa de estas enzimas. Como se puede

apreciar en la (Figura 30), PhaZs,., presenta una masa molecular de 48.421 Da, mientras que
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PhaZs, exhibe una masa de 48.405 Da. Estas masas pertenecen a los picos mayoritarios de cada
espectro, y concuerdan con las masas moleculares tedricas deducidas de la secuencia de

aminodcidos de cada enzima con un error de +1,08% y +0,84%, respectivamente.
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Figura 30: Analisis por espectrometria de masas MALDI-TOF de alicuotas purificadas de PhaZs,, (A)
y PhaZs, (B). Las regiones con picos minoritarios correspondientes a oligdmeros se muestran
ampliadas en la grafica.

Estos picos mayoritarios corresponden claramente con la forma monomérica de la enzima, no
obstante también se pueden observar picos minoritarios correspondientes a agregados o
aductos de hasta cuatro moléculas de enzima, todos con una intensidad de senal inferior al
20% de la obtenida por el mondmero. Asimismo, en ambos espectros se detectan también
picos con la mitad de masa aparente que el mondmero. Dichos picos corresponden a los
mondmeros que han adquirido dos cargas positivas en lugar de sélo una durante el proceso de
ionizacion, de forma que al representar la relacion masa/carga (m/z), ésta tiene un valor de la
mitad de la masa molecular de la proteina. Estos resultados confirman la naturaleza

monomérica de la forma activa de estas enzimas.

3.3 Cromatografia de filtracion en gel de PhaZ,,

El analisis MALDI-TOF de PhaZs, apunta claramente a una forma activa monomérica, pero
también se detectaron picos pertenecientes a agregados oligoméricos. Para descartar
definitivamente la existencia de una forma activa oligomérica, se sometid una alicuota de
PhaZs,., purificada a una separacidon por cromatografia de filtracion en gel en una columna
Superose 12 10/300 GL mediante la cual las posibles formas oligoméricas pueden ser

facilmente separadas de la monomérica. Tras la cromatografia se representd la absorbancia a

117




Absorbancia 280 nm

Res

ultados

280 nm de cada fraccién asi como su actividad PHB despolimerasa mediante el ensayo de

acti

0.14

vidad turbidimétrico (Figura 31).
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Figura 31: A. Perfil de elucion de una muestra purificada de PhaZ., aplicada en una columna de
filtracion en gel Superose 12 10/300 GL. Se representa la absorbancia a 280 nm de las fracciones
obtenidas (linea de puntos) asi como la actividad PHB despolimerasa de dichas fracciones (linea
continua). B. Analisis mediante espectrometria de masas MALDI-TOF-TOF de una de las fracciones
correspondientes al pico de actividad PHB despolimerasa obtenido tras la filtracién en gel.

Unico pico tanto de absorbancia como de actividad pudo ser detectado en este
erimento. Una alicuota de la fraccion con mayor actividad se sometié entonces a un
lisis por espectrometria de masas MALDI-TOF-TOF, obteniendo el espectro que se muestra
a figura 31. En este espectro encontramos un pico mayoritario de 47.861 Da, coincidiendo

el monémero de PhaZs, con una diferencia de -0,09% respecto a la masa tedrica. También

se observa el pico correspondiente a PhaZs,, con doble carga, que presenta un valor de m/z de

la mitad que el pico mayoritario. Este experimento confirma definitivamente la naturaleza

monomérica de la forma activa de PhaZs,,.

34

Ultracentrifugacién analitica de PhaZs,, y PhaZs,

Muestras de PhaZs., purificada con una concentracién de 300 ug/mL y de PhaZs, con tres

con

sed

centraciones diferentes (65, 129 y 259 ug/mL) fueron sometidas a pruebas de velocidad de

imentacidn para analizar las posible existencia de formas oligoméricas o agregados, asi

como para obtener informacidn acerca del tamafio molecular aproximado y forma global de

ambas PHB despolimerasas.
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Al representar los resultados de la muestra de PhaZs,, mediante el programa SEDFIT se puede
apreciar un pico mayoritario (53,4% del area total) correspondiente a la forma monomérica de
la enzima, con un coeficiente de sedimentacion de 3,32 S, un tamano molecular estimado de
40,2 kDa (Figura 32) y una forma general de tipo globular. Se pueden observar otros dos picos
adicionales de pequefio tamafio (3 y 14 kDa) que pueden ser generados por péptidos u otras

moléculas contaminantes presentes en la muestra.
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Figura 32: Analisis de la velocidad de sedimentacion mediante
ultracentrifugacidon analitica de una muestra purificada de
PhaZs,, con una concentracién de 300 pg/mL.

En el caso de PhaZs, muestras de varias concentraciones fueron sometidas al analisis, con

resultados muy similares (Figura 33).

A Phazs, B Phaz,, 0] C Phazs,
008 1 65 ng/ml 41 129 pg/mL 265 pg/mL
03 4
0.06 - 034
Z om 2 02 Z o2
002 4 044
0.1
0.00 4 00
0.0
2 4 6 8 2 4 6 8 ; ! :
Coeficiente de sedimentacion (S) Coeficiente de sedimentacion (S) Coeficiente de sedimentacion (S)

Figura 33: Andlisis de la velocidad de sedimentacion mediante
ultracentrifugacion analitica de muestras purificadas de PhaZs, con tres
concentraciones distintas: 65 pug/mL (A), 129 ug/mL (B) y 265 ug/mL (C).

En la muestra a 65 pg/mL solo aparece un pico, correspondiente al monémero de PhaZs,, con
un coeficiente de sedimentacidon de 2,98 S y un tamafio aproximado de 43 kDa. Con la

concentracion intermedia, de 129 ug/mL, aparece de nuevo una Unica especie molecular
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(Figura 33), con coeficiente de sedimentacion de 2,93 S y 39,6 kDa. Finalmente con la
concentracion mas elevada, 259 pg/mL, encontramos el pico mayoritario del mondmero, de
2,82 Sy 45,8 kDa, y un pico muy minoritario, representando el 5,1% del area total, con un
tamafio aproximado de 100,9 kDa, y que podria corresponder a un dimero formado por

agregacion a esta concentracién proteica, como ya se observé mediante MALDI-TOF.

3.5 Estudios de dicroismo circular
Con el fin de determinar experimentalmente la estructura secundaria general de las PHB
despolimerasas PhaZs., y PhaZs, se obtuvieron sus espectros de dicroismo circular mediante

un espectropolarimetro en el intervalo de longitudes de onda ultravioleta lejano, a 25°C

(Figura 34).
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Figura 34: Espectros de dicroismo circular en la regidn ultravioleta lejano de
muestras purificadas de PhaZs,, (izquierda) y PhaZs, (derecha).

Para la obtencién de los porcentajes estructurales de cada PHB despolimerasa se realizd la
deconvolucion de los espectros de dicroismo circular mediante el programa CDNN 2.1,
hallando los valores estructurales recogidos en la tabla 7. Los resultados sugieren estructura
mixta a/p (Richardson 1981) en ambas enzimas, predominando las a-hélices en PhaZSex y las
[dminas B en el caso de PhaZSa, siendo las ldminas B mayoritariamente paralelas en ambas
PHB despolimerasas.

Una vez establecidos los espectros de dicroismo circular, se hallaron los minimos de dichos
espectros, la longitud de onda a la que cada enzima produce mayor desviacion de la luz
polarizada, siendo estos valores 218,8 nm para PhaZs, y 209,0 nm en el caso de PhaZs,.
Midiendo la elipticidad de las muestras de enzima a dichas longitudes de onda se realizd un
barrido progresivo de temperaturas desde 25 hasta 85°C, para analizar la variacién de la sefial
con el aumento de la temperatura, y asi monitorizar la desnaturalizaciéon térmica de las PHB

despolimerasas.
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Tabla 7: Porcentajes de estructuras secundarias de PhaZ,., y PhaZg, obtenidos por dicroismo circular

PhaZs,, PhaZ,,
a-hélice 25.8 16.7
Lamina B paralela 15.7 26.8
Lamina P antiparalela 55 5.3
Giro 3 17.2 19.8
Ovillo al azar 354 31.2

Mediante este analisis se hallo la temperatura media de desnaturalizacién (T,,) de las enzimas;
PhaZs, presenta una desnaturalizacidn aparentemente bifasica, con un valor de T,, de 55,8°C
en la primera fase y 70,0°C en la segunda. Por su parte, PhaZs, presenta una desnaturalizacidon

simple con un Unico valor de T,, de 58,4°C (Figura 35).
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Figura 35: Desnaturalizacién térmica de PhaZs, (izquierda) y PhaZs, (derecha) a
temperaturas entre 25 y 85°C, monitorizada mediante la variacion de sefial de
dicroismo circular a 218.8 nm para PhaZs,, y a 209.0 nm para PhaZs,.

3.6 Prediccidn de la estructura secundaria de PhaZs,, y PhaZs,

La estructura secundaria de PhaZs, y PhaZs, fue estimada mediante distintos servidores y
herramientas bioinformaticas: PSIPRED (disponible en bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred) (McGuffin et
al. 1999), Jpred3 (disponible en www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred) (Cole et al. 2008) y
PredictProtein (Rost et al. 2004), una coleccidon de herramientas de prediccidon de estructura
disponible en www.predictprotein.org.

El contenido global de a-hélices, laminas P y otros tipos de estructura secundaria calculado
mediante estas herramientas se muestra en la tabla 8. De forma general, los resultados
muestran contenidos moderados tanto de a-hélices como de ldminas B, siendo mayoritarias
otras estructuras como los giros o el ovillo al azar. Todos los servidores predicen mayor

presencia de l[dminas B que de a-hélices en ambas despolimerasas, al contrario de lo estimado

mediante dicroismo circular en el caso de PhaZs,,.
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Tabla 8: Comparacion de los porcentajes de estructuras secundarias de PhaZ,,, y PhaZg, obtenidos por

métodos experimentales y predictivos

Tipo de estructura DC PSIPRED Jpred3 PredictProtein
a-hélice 25,8 22,1 16,2 10,2
PhaZs,, Ldmina 3 21,2 34,2 24,2 29,2
Otros 52,7 43,7 59,6 60,6
a-hélice 16,7 12,4 11,5 8,2
PhaZs, Lamina f3 32,1 27,1 29,9 23,4
Otros 51,0 60,5 58,6 68,3

3.7 Evaluacién de los efectos del pH sobre la actividad y estabilidad de PhaZs., y

Se estudié el efecto del pH sobre la actividad y la estabilidad de las PHB despolimerasas PhaZs,,
y PhaZs, recombinantes mediante ensayos turbidimétricos de actividad en un sistema que
emplea los tampones citrato, fosfato y borato simultdneamente, con una concentracién 20
mM de cada compuesto, a diferentes valores de pH, a 40°C y una fuerza idnica constante de
120 mM.

Los perfiles de actividad frente a pH de PhaZs, y PhaZs, se muestran en la figura 32. PhaZs,,
mostré mayor actividad a valores alcalinos de pH, entre 7,5y 9, siendo 6ptima a pH 8, mientras
gue PhaZs, desarrollé su maxima actividad a pH 6, valor ligeramente acido.
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Figura 36: Perfil de actividad frente a distintos valores de pH de
PhaZs,, (izquierda) y PhaZs, (derecha).

El efecto del pH sobre la estabilidad de las PHB despolimerasas se analizd mediante
incubaciones de 45 minutos de alicuotas de enzima purificada a diferentes valores de pH, para
a continuacién evaluar la actividad residual al pH éptimo de cada enzima mediante el ensayo
turbidimétrico estandar (Figura 37). PhaZs., muestra una buena estabilidad a valores basicos

de pH, sin embargo esta estabilidad se ve comprometida a valores de pH por debajo de 6. En
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cambio, PhaZs, se mantiene estable tras las incubaciones en todo el rango de valores de pH

ensayados, de 4,5 a 9, sin mostrar ninglin descenso aparente en su actividad.
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Figura 37: Estabilidad a distintos valores de pH de PhaZs,, (izquierda) y PhaZ, (derecha).
Alicuotas de enzima pura fueron incubadas al pH correspondiente en hielo durante 45
minutos para después ensayar su actividad en las condiciones dptimas de cada enzima

mediante ensayo turbidimétrico estandar.

3.8 Evaluacidn de los efectos de la temperatura sobre la actividad y estabilidad de

El perfil de actividad a temperaturas entre 25 y 75°C de ambas PHB despolimerasas se

determiné al pH éptimo de cada enzima, los resultados se muestran en la (Figura 38).
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Figura 38: Perfil de actividad a distintas temperaturas de PhaZs,,
(izquierda) y PhaZs, (derecha).

PhaZs., exhibe su maxima actividad a 40°C, mientras que PhaZs, presenta un déptimo de

actividad a 45°C. PhaZs,, exhibe una actividad notablemente mas elevada a temperaturas entre

50y 65°C, sin embargo cabe destacar que PhaZs,, a pesar de sufrir una importante caida en su

actividad por encima de 50°C, aparentemente es capaz de retener alrededor de un 25% de su

actividad maxima hasta los 75°C.
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La estabilidad térmica de ambas despolimerasas se evalué mediante incubacién de alicuotas
de enzima purificada a distintas temperaturas durante 45 minutos y posterior ensayo
turbidimétrico de actividad (Figura 39). PhaZs., se mantuvo estable hasta una temperatura de
50°C, a partir de la cual se vio claramente afectada, descendiendo gradualmente su estabilidad
hasta su inactivacion a los 70°C. PhaZs, muestra un comportamiento similar, permaneciendo
estable en estas condiciones hasta los 50°C, sin embargo a partir de este punto su estabilidad
sufrié una caida mds acentuada que en el caso de PhaZs,, quedando casi totalmente

inactivada tras la incubacion a 60°C.
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Figura 39: Estabilidad a distintas temperaturas de PhaZs, (izquierda) y PhaZs,
(derecha). Alicuotas de enzima pura fueron incubadas a la temperatura
correspondiente durante 45 minutos para después ensayar su actividad en las
condiciones éptimas de cada enzima mediante ensayo turbidimétrico estandar.

Asimismo se realizaron estudios de inactivacidon térmica a varias temperaturas: 50 y 55°C para
PhaZs, y 40, 50, 60 y 70°C en el caso de PhaZs,. PhaZs., presenta casi el 90% de su actividad
después de 5 horas de incubacion a 40°C, en cambio solo conserva una tercera parte de su
actividad tras la incubacion a 50°C durante el mismo periodo de tiempo, y un 13% tras la
incubacién a 60°C. PhaZs, quedd totalmente inactivada tras ser incubada a 70°C durante
aproximadamente 100 minutos (Figura 40). Por otro lado PhaZs, mostré una mayor estabilidad
a 50°C, reteniendo un 66% de actividad tras 4 horas de incubacién, sin embargo esta
despolimerasa sufrié una inactivacion mucho mas brusca a 55°C, con una fuerte caida inicial de
actividad en la primera hora, y posteriormente conservando algo menos del 10% de su
actividad inicial tras una incubacion de 4 horas (Figura 40).

Adicionalmente se monitorizo la inactivacion térmica de PhaZs,, a 40, 50 y 70°C en presencia
de metil-B-ciclodextrina (MBCD) 5 mM, para evaluar un posible efecto estabilizador de este
oligosacarido sobre la estructura de PhaZs,. No se aprecié ninglun efecto protector de la

ciclodextrina sobre PhaZs., a las temperaturas ensayadas, obteniendo perfiles de inactivacion
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Figura 40: Estudios de inactivacién térmica a distintas temperaturas de PhaZs, (izquierda) y
PhaZs, (derecha). La termoinactivacion de PhaZs,, fue estudiada a cuatro temperaturas: 40 (@),
50 (A), 60 (X) y 70°C (m). También fue monitorizada en presencia de metil-B-ciclodextrina 5
mM a 40 (0), 50 (A), y 70°C (O). En el caso de PhaZs, (panel derecho) se estudio la inactivacion
térmica a 50 (@) y 55°C (X).

térmica bastante similares. Los datos de actividad de la termoinactivacion fueron ajustados a
un decrecimiento exponencial doble con cuatro pardmetros, para estimar los tiempos de vida
media que presentan estas enzimas a las distintas temperaturas ensayadas. Los resultados de
estas cinéticas de inactivacidon se muestran en la tabla 9. El descenso de la actividad de las PHB

despolimerasas recombinantes estd, por lo tanto, ajustado a la siguiente férmula general:
% Actividad = a, - e f1t + a, - e Kt

Donde a y k representan los pardmetros de inactivacion, y t es el tiempo en minutos.

Tabla 9: Constantes de desnaturalizacién y tiempos de vida media (t,/,) de PhaZs,, y PhaZs, a distintas
temperaturas

Enzima Temperatura (°C) o, o, k, (x107) k, (x107%) t1/2 (min)
40 2,62 97,56 29,3 0,4 1.744
Phaz 50 5,73 94,54 50,8 3,4 187
sex 60 50,71 51,93 6,7 6,7 108
70 20,85 79,32 226,4 29,9 16
50 4,59 95,46 66,9 1,3 500
Phaz_ga
55 42,62 57,32 110,4 9,6 22

3.9 Evaluacién de los efectos de la fuerza idnica sobre la actividad de PhaZs,, y PhaZs,
La actividad PHB despolimerasa de PhaZs, y PhaZs, fue valorada mediante el ensayo
turbidimétrico de actividad a distintos valores de fuerza idnica, obtenidos mediante

concentraciones crecientes de cloruro sddico desde 0 hasta 3 M. Ambas enzimas mostraron un
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descenso continuo y uniforme de su actividad conforme se incrementaba la fuerza iénica del

medio de reaccidn, como se puede apreciar en la figura 41. La actividad remanente de ambas

despolimerasas es inferior al 10% a una concentracién de 2,5 M de NaCl.
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Figura 41: Perfil de actividad frente a fuerza idnica de PhaZ, (izquierda) y PhaZg,
(derecha). El incremento de fuerza idnica se logré con concentraciones crecientes
de NaCl hasta 3 M.

3.10 Anadlisis de la actividad de PhaZs., y PhaZs, en presencia de sales, disolventes,

detergentes y otros compuestos

El efecto de distintos compuestos quimicos a diferentes concentraciones sobre la actividad
despolimerasa de PhaZs, y PhaZs, fue analizado mediante el ensayo turbidimétrico de
actividad. Los compuestos empleados fueron varios cloruros de cationes monovalentes o
divalentes, EDTA, disolventes organicos, agentes reductores, detergentes y otros compuestos
diversos como MBCD, sacarosa, almidén de maiz o PEG 3.350.

Se emplearon cinco sales en forma de cloruro para ensayar la actividad de las PHB
despolimerasas, dos de ellas de cationes monovalentes (NaCl y KCl) y tres de cationes
divalentes (CaCl,, MgCl, y MnCl,). Las concentraciones ensayadas fueron desde 0 a 10 mM
para PhaZs., y de 0 a 30 mM en el caso de PhaZ,.

En la figura 42 se puede apreciar como el magnesio produce un notable aumento de la
actividad de PhaZs, a las concentraciones ensayadas, llegando a obtener un 135% de la
actividad control en presencia de MgCl, 5 mM. Con el calcio también se observd un
incremento de actividad, pero solo concentraciones hasta 2 mM. En cambio, el manganeso
parece producir un efecto inhibitorio sobre la actividad de PhaZ,,, reduciendo la actividad por
debajo del 50% a 10 mM. Los cationes monovalentes, sodio y potasio, no parecen tener un

efecto notorio sobre la actividad a estas bajas concentraciones.
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En el caso de PhaZs, se puede observar que los tres cationes divalentes ensayados producen
un fuerte incremento de la actividad, especialmente a concentraciones entre 2 y 5 mM, donde
el nivel de actividad supera el 300%, a partir de ese punto se produce un descenso suave pero
continuado en el efecto activador de estos cationes. La actividad de PhaZs,, al igual que la de

PhaZs.,, no se ve afectada por las concentraciones de cationes monovalentes hasta 30 mM.
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Figura 42: Actividad de PhaZs,, (izquierda) y PhaZs, (derecha) en presencia de
distintas concentraciones de cloruros de cationes divalentes: magnesio (4),
calcio (@) y manganeso (M), o monovalentes: sodio (X) y potasio (%).

La actividad de ambas PHB despolimerasas en presencia de un 10% (v/v) de doce disolventes
organicos miscibles en agua también fue ensayada con el método turbidimétrico, los
resultados se muestran en la tabla 11. De los porcentajes de actividad registrados se infiere
gue PhaZg, tolera considerablemente mejor la presencia de disolventes en general, de hecho el
metanol es el Unico disolvente al que PhaZs, presenta mayor actividad que PhaZs,. En
cualquier caso todos los disolventes empleados producen un descenso de actividad en ambas
enzimas, aunque como Unica excepcion, el descenso experimentado por PhaZs, con glicerol
10% es casi despreciable. De los disolventes ensayados, los mejor tolerados por ambas
enzimas son el glicerol seguido del etilenglicol, y en tercer lugar el metanol para PhaZs,, vy el
tetrahidrofurano en el caso de PhaZg,. También cabe destacar los drasticos efectos de
disolventes como el etanol, dimetilsulfoxido, dimetilformamida o acetona sobre la actividad de
ambas enzimas.

La actividad de ambas PHB despolimerasas también fue ensayada en presencia de varias
concentraciones de diversos compuestos. Los resultados obtenidos estan recogidos en las

tablas 11y 12.
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Tabla 10: Porcentaje de actividad de PhaZs., y PhaZs, en presencia de distintos
disolventes organicos al 10% (v/v)

Disolvente PhaZs,, PhaZs,
Etilenglicol 39 72
Glicerol 69 97

Metanol 35 9

Etanol 15 16
DMSO 0 14
Dimetilformamida 4 15
Acetonitrilo 18 30
2-Propanol 6 29
Acetona 0 18
Tetrahidrofurano 0 49
Dietilenglicol 25 29
Trietilenglicol 11 24
Control 100 100

Actividad medida mediante el ensayo turbidimétrico de actividad realizando los
correspondientes controles con disolventes y sin enzima.

Tabla 11: Efecto de distintas concentraciones de varios reactivos
en la actividad PHB despolimerasa de PhaZs,,.

Reactivo Concentracion  Actividad relativa (%)
Control - 100
1mM 80
EDTA (+2 mM MgCl,) 10 mM 74
20 mM 76
1mM 141
Metil-B-ciclodextrina 5 mM 145
10 mM 140
1mM 117
PEG 3.350 5 mM 118
Sacarosa 10mM >
100 mM 85
1mM
DTT 5mM No detectada
10 mM
1mM 97
2-Mercaptoetanol 5 mM 83
10 mM 55
0,1% 1,6
SDS 1% 0,4
10% 0
Tween-20 0,1% 0

El efecto del agente quelante de metales EDTA sobre la actividad de las despolimerasas se
analizd en presencia de 2 mM MgCl,, ya que dichos efectos en ausencia de cationes divalentes

no fueron concluyentes. PhaZs, experimenta un descenso en su actividad del 20% a
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concentraciones de EDTA a partir de 1 mM, acentuandose ligeramente dicha pérdida de
actividad a concentraciones mayores, manteniéndose en un nivel en torno al 60% de actividad
hasta 75 mM (Figura 43). Por su parte, PhaZg, sufre un efecto mas acusado del EDTA sobre su
actividad, que cae hasta el 18% con 10 mM de EDTA. A partir de esta concentracién mantiene
estable un nivel minimo de actividad cercano al 15%, demostrando un mayor nivel de
dependencia de PhaZg, con los metales divalentes en el medio de reaccidn.
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Figura 43: Actividad de PhaZs, (izquierda) y PhaZs, (derecha) en presencia de
distintas concentraciones de EDTA hasta 75 mM, con MgCl, 2 mM.

También se analizé la actividad de PhaZ., y PhaZs, en presencia de dos agentes reductores, el
2-mercaptoetanol y el ditiotreitol (DTT). Como se muestra en las tablas 11y 12, PhaZs,, pierde
aproximadamente la mitad de su actividad en presencia de 2-mercaptoetanol 10 mM,
mientras que PhaZs, exhibe una mayor tolerancia a este agente reductor, ya que es capaz de
conservar mas del 90% de su actividad hasta 10 mM. En el caso del DTT, un agente reductor
mas fuerte, la actividad de PhaZs,, es completamente suprimida a todas las concentraciones de
DTT ensayadas, de 1 a 10 mM, en cambio, PhaZs, a pesar de mostrar mucha mayor sensibilidad
al DTT que al 2-mercaptoetanol, conserva una cuarta parte de su actividad en presencia de
DTT 10 mM, corroborando una mayor resistencia de PhaZs, a los agentes reductores
comparada a la de PhaZ,.

Se emplearon tres compuestos para determinar la actividad de las PHB despolimerasas en
presencia de detergentes: un detergente anidnico, dodecilsulfato sédico (SDS), y dos
detergentes no idnicos: Tween-20 y Triton X-100. En todos los casos las actividades de PhaZs,,
y PhaZs, fueron drasticamente disminuidas por la presencia de cualquier detergente, anulando
casi por completo su actividad desde concentraciones tan bajas como 0,1% (p/v para SDS y v/v

para Tween-20y Triton X-100).

129



Resultados

Tabla 12: Efecto de distintas concentraciones de varios reactivos
en la actividad PHB despolimerasa de PhaZg,

Reactivo Concentracion  Actividad relativa (%)
Control - 100
1mM 88
EDTA (+2 mM MgCl,) 10 mM 18
20 mM 14
1mM 126
Metil-B-ciclodextrina 5mM 146
10 mM 146
1mM 112
PEG 3.350 5mM 106
10 mM 98
1mM 90
DTT 5mM 44
10 mM 27
1mM 100
2-Mercaptoetanol 5mM 97
10 mM 91
50 pg/ml 103
. i 200 pg/ml 99
Almidén de maiz 400 pg/ml 98
1.000 pg/ml 104
0,1%
SDS 1%
0,
Tween-20 oil%A No detectada
. 0,1%
Triton X-100 1%

La actividad PHB despolimerasa de estas enzimas también fue ensayada en presencia de un
oligosacarido ciclico, la metil-B-ciclodextrina (MBCD). Sorprendentemente este compuesto
produce un notable incremento de la actividad de PhaZs, y PhaZs,.,, en torno a un 45% a partir
de 5 mM. Estos resultados fueron obtenidos con el ensayo turbidimétrico y corroborados
posteriormente mediante el ensayo con B-hidroxibutirato deshidrogenasa para descartar
artefactos relativos al ensayo de actividad.

Analogamente se ensayo la actividad en presencia de polietilenglicol 3.350 (PEG 3.350), un
poliéter con un comportamiento complejo en soluciones acuosas. Nuevamente observamos un
incremento de actividad en ambas enzimas, especialmente PhaZs.,, que aumenta su actividad
entre un 15y un 20% en presencia de PEG 3.350 en concentraciones de 1 a 5 mM.

Otros compuestos ensayados son el almidéon de maiz para PhaZs, que no produce ningun
efecto significativo sobre su actividad a concentraciones hasta 1 mg/mL; y sacarosa en el caso
de PhaZ.,, que produce una disminucién de actividad poco importante a concentraciones

hasta 100 mM.
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3.11 Experimentos de liofilizacion de PhaZs., en presencia de aditivos

Para determinar la capacidad lioprotectora de varios compuestos sobre PhaZs,,, se liofilizaron
durante 24 horas alicuotas de enzima purificada, previa congelacién mediante nitrégeno
liguido. Una vez recuperadas las muestras se reconstituyd su volumen original, y se procedié a
medir su actividad residual en comparacién con la de réplicas de dichas alicuotas sin liofilizar,

obteniendo los resultados de la tabla 13.

Tabla 13: Actividad conservada de PhaZ,,, tras su liofilizacién en presencia
de distintos aditivos

Reactivo Concentracion % Actividad conservada
Control - 47
. . . 1,5 mM 82
Metil-B-ciclodextrina
15 mM 80
1mM 9
PEG 3.350
10 mM 19
. 10% (v/v) 76
Glicerol
20% (v/v) 21
50 mM 30
KCl
500 mM 51

Como puede apreciarse, PhaZs, perdié cerca de la mitad de su actividad original tras ser
liofilizada sin aditivos. Unicamente la metil-B-ciclodextrina a las dos concentraciones

ensayadas y el glicerol al 10% (v/v) mostraron una clara capacidad lioprotectora.

3.12 Estudios de especificidad de sustrato de PhaZs., y PhaZs,

Para analizar la especificidad de sustrato de las PHB despolimerasas frente a mondmeros con
distinta longitud de cadena alifatica lateral se recurrié al ensayo cromogénico con distintos
ésteres de pNP (Tabla 14).

Estos ensayos se llevaron a cabo a pH 6, debido a la elevada hidrdlisis espontanea
experimentada por los sustratos cromogénicos a pH bdsico. En el caso de PhaZs., este pH sélo
permite una actividad del 42% de la maxima, por lo que se empled una concentraciéon de 5 mM
de sustrato para obtener actividades detectables. Para los ensayos con PhaZs,, se usaron como
sustrato pNP-acetato, pNP-butirato y pNP-valerato, ya que fueron los Unicos con los que se
pudo detectar una actividad clara frente a la absorbancia de los controles.

En el caso de PhaZs, los ensayos se realizaron al pH éptimo de la enzima, por lo que la
sensibilidad del ensayo fue mucho mayor. Para esta enzima se emplearon cinco sustratos
cromogénicos: pNP-acetato, pNP-butirato, pNP-hexanoato, pNP-octanoato y pNP-decanoato, a

una concentracion final de 2 mM.
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Asimismo, se emplearon distintos disolventes para solubilizar los sustratos previamente al
ensayo de actividad, basandonos en los datos de actividad de PhaZs., y PhaZs, en presencia de
disolventes organicos de la tabla 10, se empleé metanol para los ensayos de actividad de

PhaZ.,, y acetonitrilo para los de PhaZ,.

Tabla 14: Actividad esterasa relativa de las PHB despolimerasas frente a distintos ésteres de pNP

Sustrato Actividad relativa PhaZ,, (%) Actividad relativa PhaZg, (%)
pNP-acetato 100 100
pNP-butirato 52 68
pNP-valerato 9 -
pNP-hexanoato - 19
pNP-octanoato - 2
pNP-decanoato - 1

Como puede apreciarse en la tabla 14, ambas enzimas muestran mayor nivel de actividad
cuanto menor es la longitud de la cadena alifatica del sustrato, siendo el tamafio de este
radical un factor limitante de la actividad desarrollada. De hecho, ambas despolimerasas
mostraron mayor actividad con el éster de menor tamafo (pNP-acetato) que con el mas

similar a su sustrato natural (oNP-butirato).

3.13 Estudio de los parametros cinéticos de PhaZs., y PhaZs, empleando PHB como
sustrato

Los parametros cinéticos Ky, (constante de Michaelis-Menten) y V.. (velocidad méaxima) de
PhaZs., y PhaZs, para la hidrdlisis de PHB, su sustrato natural, fueron calculados mediante
regresion hiperbdlica no lineal, utilizando como valores iniciales los proporcionados por la
representacion de Hanes-Woolf. Estos valores iniciales se usaron para realizar la regresidon no
lineal, ajustando los datos a la mejor hipérbola, como se muestra en la figura 44.

De esta forma se obtienen los parametros cinéticos aparentes de PhaZs, con PHB, que se
muestran en la tabla 15. Para convertir los valores de Ky de concentracion a molaridad se
considerd peso molecular promedio en masa (M,) del PHB facilitado por el fabricante
(437.000 g/mol).

Estos parametros revelan una menor Ky, de PhaZs,,, aproximadamente la mitad, y por lo tanto
mayor afinidad por el PHB que PhaZs, en cambio la velocidad maxima de PhaZs, es 3,5 veces
mayor que la presentada por PhaZs.,. Dada la inexactitud de expresar la concentracion de un

polimero en términos de molaridad se han empleado las unidades de actividad definidas en la
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Figura 44: Regresidon hiperbdlica no lineal de los valores de actividad a distintas
concentraciones de PHB obtenidos para PhaZ,, (izquierda) y PhaZs, (derecha), realizada para
calcular los pardmetros cinéticos aparentes Vi, Y Ku.

seccidon de materiales y métodos, basadas en el descenso de la absorbancia a 600 nm, en lugar
de las unidades internacionales (umoles de producto liberados por minuto), por lo tanto no es
posible hallar la eficacia catalitica de estas enzimas. No obstante se puede obtener una
estimacion de la eficacia mediante la relacidn V,,,,/Ku. Considerando este pardmetro se puede

deducir que PhaZs, presenta una eficacia aproximadamente 1,7 veces superior a la de PhaZs,,.

Tabla 15: Parametros cinéticos aparentes de PhaZs,, y PhaZ,,

PhaZs., PhaZs,
K (ng/ml) 125,0 + 19,32 268,6 + 48,46
K (LM) 0,29 £ 0,04 0,61+0,11
Vmax (U/mg de enzima) 2.780 + 187 9.797 + 845
Vimax/ Km 9.586 16.061

3.14 Identificacion de los productos de reacciéon de PhaZs., y PhaZs,

La naturaleza de los productos de reaccién de las PHB despolimerasas estudiadas se determiné
mediante HPLC-MS. Para ello se realizaron ensayos de hidrdlisis de PHB a tiempo final (18
horas) anadiendo 1 ug de enzima purificada en las condiciones &ptimas para cada
despolimerasa. Posteriormente se procedid a la derivatizacién de los productos presentes en
la mezcla de reaccién mediante bromuro de bromofenacilo (BPB) para su detecciéon por
absorbancia ultravioleta. Las muestras derivatizadas se aplicaron en una columna de fase
reversa C18 para tratar de separar los mondmeros y diversos oligdmeros producidos por la

hidrélisis de PHB, y finalmente los picos de absorbancia detectados fueron analizados

133



Resultados

mediante espectrometria de masas para determinar la masa molecular de los productos

presentes.
389,0 4110 ’
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Figura 45: Analisis de los productos de reaccién de PhaZs,, (izquierda) y PhaZs, (derecha) derivatizados
con BPB, mediante HPLC y espectrometria de masas MALDI-TOF. Se muestran las moléculas detectadas
mediante MALDI-TOF, los picos dobles de intensidad similar y una diferencia en masa de 2 Da
corresponden a moléculas que contienen bromo, debido a la similar abundancia isotdpica de este
elemento (50,69 % de Br”° vy 49,31 % de Br*'). En el panel izquierdo se muestran las estructuras quimicas
de los productos derivatizados detectados y sus masas moleculares. Se indican en negrita las masas de
los picos correspondientes a estos productos de reaccion. Los picos de masa 411 Da, presentes en ambos
espectros, corresponden a un aducto de dimero derivatizado y un cation sodio.

En las muestras hidrolizadas tanto por PhaZs, como por PhaZs, se localizan, como unicos
productos de reaccién identificables, picos correspondientes al monémero asi como al dimero
de 3-hidroxibutirato, derivatizados con BPB (Figura 45). Asimismo se encuentran picos
correspondientes a aductos iénicos de mondmeros o dimeros con iones de sodio o potasio,
probablemente procedentes de los tampones de reaccidn y los dcidos o bases empleados para
ajustar el pH de los mismos. La presencia de dichos aductos idnicos dificulta la cuantificacion
precisa de cada producto de reaccién. Adicionalmente no se logré una separacidon completa
mediante HPLC de los mondmeros y dimeros liberados, lo que llevd a la aparicién de ambos
productos en varios picos de absorbancia de HPLC, sin embargo este método nos permitio
identificar los mondmeros y dimeros de 3-hidroxibutirato como productos mayoritarios de

reaccién generados por PhaZs,., y PhaZs,.

3.15 Experimentos de degradacion enzimatica de peliculas de PHB, PHBV y PHB-

almidén mediante PhaZs., y PhaZs,
Para analizar la capacidad de PhaZs,, y PhaZs, de degradar PHB y PHBV en una fase sélida y no

en suspensidn se realizaron experimentos de degradacion de peliculas finas de polimero,
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preparadas mediante la disolucién de 100 mg del PHA correspondiente en cloroformo caliente
y la evaporacién del disolvente tras verter la disolucién en una placa de vidrio.

Para los experimentos con PhaZs, se emplearon peliculas de tres tipos de PHA de origen
natural: homopolimero de PHB, y copolimeros PHBV con un 5% (p) de 3-hidroxivalerato y
PHBV con 12% (p) de 3-hidroxivalerato. Estas peliculas se pusieron en contacto con 5 mL de
tampén y 10 pg de PhaZs,, y se incubaron a 37°C durante 24 horas sin agitacién, tomando

imagenes a determinados tiempos para evaluar el progreso de la degradacién (Figura 46).

0 horas 1 horas 3 horas S horas 24 horas

Pelicula PHB +
10 pg PhaZ,,

Pelicula
PHBV 5% +
10 pg PhaZzs,,

Pelicula
PHBV 12% +
10 pg Phazs,,

—— g =

Figura 46: Degradacién de peliculas de PHB y copolimeros PHBV con 5 0 12% de
valerato mediante PhaZs,,. Las peliculas se incubaron en 5 mL de tampdn Tris-HCI
pH 8 con MgCl, 2 mM y 10 pg de enzima purificada y se incubaron durante 24
horas a 37°C sin agitacion, tomando imagenes a distintos tiempos.

Se puede observar como los copolimeros con un contenido de 3-hidroxivalerato se degradan
mas lentamente que el homopolimero de 3-hidroxibutirato, especialmente el copolimero con
un 12% de valerato, en el que apenas se observa degradacion tras 24 horas.

En el caso de PhaZs, los experimentos de degradacidn de peliculas de PHA se llevaron a cabo
con los tres polimeros empleados para PhaZs, y adicionalmente se ensayé una mezcla de
homopolimero PHB y almiddn de maiz en proporcion 7:3, preparada del mismo modo que los
demas polimeros. Las peliculas de polimero se sumergieron en 20 mL de tampdn MES a un pH
ligeramente acido de 6, con MgCl, 5 mM y MBCD 4 mM para facilitar la degradacidn; a esta
mezcla se le afadieron 30 pug de PhaZs, por placa. Las peliculas se incubaron a 37°C durante 40
horas sin agitacion, tomando imagenes a distintos tiempos para mostrar la progresion de los

experimentos (Figura 48).
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Como se puede apreciar en la figura 48, PhaZs, degrada con facilidad las peliculas de PHB puro,
desintegrando mas de la mitad en menos de 9 horas, y llegando a su completa degradacién a
las 30 horas. En el caso de los copolimeros se puede apreciar que la pelicula con un 5% de 3-
hidroxivalerato se degrada de forma muy similar a la compuesta por homopolimero,
alcanzando también una completa solubilizacién a las 30 horas. En cambio, la pelicula con 12%
de 3-hidroxivalerato se degrada de forma sensiblemente mas lenta, y solo se consigue la
desintegracion de aproximadamente la mitad de la pelicula en las condiciones ensayadas. En
ultimo lugar, la pelicula de PHB mezclado con almidén en proporcion 7:3 se degrada
sorprendentemente rapido, perdiendo su integridad casi completamente durante las primeras
7 horas de incubacién. El almidén no puede ser degradado por las PHB despolimerasas, por lo
gue permanece como un polvo en suspensién una vez desintegrada la totalidad de la pelicula.
En la figura 47 se compara el aspecto macroscdpico de una pelicula de PHB intacta, con un
fragmento de pelicula tras su incubacién con 30 pg de PhaZs, durante 7 horas. Se puede
apreciar la aparicién de oquedades en toda la superficie de la pelicula, producida por la accién

de la despolimerasa.

Figura 47: Aspecto macroscopico de peliculas de PHB tomadas con cuatro
aumentos. A. Pelicula de PHB intacta. B. Pelicula de PHB tras 7 horas de

incubacién con 30 pg de PhaZs,. a 37°C, se puede apreciar la desintegracion
producida en la superficie de la pelicula debido a la hidrélisis enzimatica.

En esta ocasion ademads de seguir visualmente la degradacién de las peliculas también se
monitorizd la liberacién enzimatica de (R)-3-hidroxibutirato a lo largo del experimento,
mediante el ensayo de actividad de la B-hidroxibutirato deshidrogenasa, como se muestra en
la figura 49. Podemos apreciar en la grafica una progresion similar de la degradacién de las

peliculas de PHB, PHBV 5% y PHB-almiddn, aunque esta ultima rinde una concentracidn final
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Pelicula PHB-
almidoén 7:3 +
30 pg Phaz,

Pelicula
control PHB-
almidon 7:3

Figura 48: Degradacion de peliculas de PHB, copolimeros PHBV con 5 o 12% de valerato y mezcla de
PHB con almiddn en proporcién 7:3, mediante PhaZs,. Las peliculas se incubaron en 20 mL de tampdn
MES pH 6 con MgCl, 5 mM, MBCD 4 mM y 30 ug de enzima purificada, o volumen equivalente de
tampodn para los controles negativos. Las placas se incubaron durante 40 horas a 37°C sin agitacion,
tomando imagenes y alicuotas de sobrenadante a distintos tiempos
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ligeramente mds baja de 3-hidroxibutirato, esperable ya que solo contiene un 70% de PHB. En
cambio, la pelicula de PHBV 12% refleja su degradacién mas lenta y menos eficaz a tiempo
final. Inesperadamente, la pelicula que libera mayor concentracién de 3-hidroxibutirato al
medio de reaccién es la del copolimero PHBV con 5% de 3-hidroxivalerato, aunque las

diferencias con el homopolimero son escasas y pueden estar dentro del error experimental
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Figura 49: Liberacion de (R)-3-hidroxibutirato de diferentes peliculas de PHB catalizada
por PhaZs,. La concentracion de (R)-3-hidroxibutirato soluble en los sobrenadantes se
monitorizé durante las primeras 40 horas de reaccién mediante el ensayo de la B-
hidroxibutirato deshidrogenasa. Las peliculas usadas son: PHB (@), PHBV 5% (4 ), PHBV
12% (M) y PHB-almidén en proporcién 7:3 (X). Todos los controles sin enzima (O)
presentaron niveles indetectables de (R)-3-hidroxibutirato en el sobrenadante.

Como experimento control negativo también se valord la liberacién de 3-hidroxibutirato de
todas las peliculas ensayadas en ausencia de PHB despolimerasa, sin obtener concentraciones
detectables de producto en ninguno de los tiempos de reaccion.

Se ha realizado un calculo tedrico de la concentracién maxima de 3-hidroxibutirato que se
podria liberar al hidrolizar totalmente 100 mg de PHB puro por accidn de la enzima. Para ello,
se ha considerado una masa molecular de 86 Da, correspondiente a la masa de un monémero
esterificado dentro de una cadena de polimero. De esta forma, tras una reaccidn enzimatica se
podria alcanzar una concentracion maxima aproximada de 58 mM de (R)-3-hidroxibutirato
cuando se emplea PHB puro como sustrato, o 41 mM en el caso de la mezcla de PHB y
almidén, ya que sélo contiene un 70% de PHB. Este cdlculo tedrico concuerda
aproximadamente con las concentraciones halladas experimentalmente, que confirmarian una

solubilizacion practicamente completa de las peliculas de homopolimero de PHB, copolimero
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PHBV 5% y PHB-almiddn, liberando (R)-3-hidroxibutirato junto con diversos oligdmeros. La
diferencia entre las concentraciones tedricas de (R)-3-hidroxibutirato y las halladas
experimentalmente se deben a que este método no refleja la liberacion de (R)-3-
hidroxivalerato, dimeros y otros oligdmeros liberados durante el proceso, sino exclusivamente

la cantidad de (R)-3-hidroxibutirato.

3.16 Modificacion quimica de aminoacidos

Con el fin de determinar la naturaleza de los aminoacidos imprescindibles para la catdlisis de
las PHB despolimerasas PhaZs,., y PhaZs,, se realizaron ensayos de modificacidon quimica de las
enzimas con reactivos modificadores especificos para distintos tipos de aminoacido; fluoruro
de fenilmetilsulfonilo (PMSF) para modificar serinas, dietilpirocarbonato (DEPC) para modificar
histidinas, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), que cataliza la conjugacion de
glicinamida con grupos carboxilos de los acidos asparticos o glutdmicos de la enzima y p-
hidroximercuribenzoato (pHMB), que modifica las cisteinas reaccionando con sus grupos
sulfhidrilo reducidos; este ultimo solo se empled con PhaZs,. Tras concluir los ensayos de
modificaciéon de las enzimas, se evalud su actividad remanente mediante el ensayo de

actividad turbidimétrico. Los resultados se muestran en la tabla 16.

Tabla 16: Actividad residual tras modificacion quimica de aminoacidos de PhaZs,, y PhaZ,,

PhaZs,, Phazs,
Reactivo Concentracion Actividad relativa Concentracion Actividad relativa
(mM) (%) (mM) (%)
Control = 100 = 100
0,5 73 0,5 4
PMSF
1 57 1 0
5 27 5 60
DEPC
10 38 1 85
EDC + Glicinamida
HMB 84 - -
P 69 o -

A la vista de los resultados, podemos concluir que ambas enzimas sufren una desactivacién
clara debido a la modificacion de histidinas producida por el DEPC y también de grupos
carboxilo debida a la conjugacién con glicinamida. Tanto PhaZs, como PhaZs, pierden buena

parte de sus actividad después del tratamiento con PMSF, sin embargo es llamativa la
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diferencia en sensibilidad hacia este reactivo que exhiben ambas despolimerasas, mientras
que PhaZs, estd completamente inactivada tras la incubaciéon con PMSF 1 mM, PhaZs., aun
conserva mas de la mitad de la actividad original, lo que puede originarse por una distinta
accesibilidad de los centros activos de ambas despolimerasas. PhaZs, también muestra una
inactivacién parcial debida a la incubaciéon con pHMB, reactivo especifico para modificacion de
cisteinas libres.

Las cisteinas libres (no involucradas en enlaces disulfuro) de PhaZs, y PhaZs, fueron
cuantificadas mediante titulacién de sus grupos sulfhidrilo, usando el reactivo de Ellman
(DTNB). Los resultados obtenidos apuntan a la presencia de dos cisteinas libres en ambas
enzimas, lo que considerando el niUmero total de cisteinas presentes en PhaZs, y PhaZs, (10 y
8, respectivamente) implica la existencia de cuatro enlaces disulfuro intracatenarios

estabilizando la estructura terciaria de PhaZs,,, y tres de estos enlaces en el caso de PhaZs,.

3.17 Modelado de la estructura terciaria de PhaZs., y PhaZs,

Las estructuras terciarias tridimensionales de PhaZs, y PhaZs, fueron modeladas de acuerdo
con su homologia con otras proteinas de estructura conocida mediante los siguientes
servidores bioinformaticos: Phyre2 (Protein Homology/analogY Recognition Engine V 2.0)
(Kelley y Sternberg 2009), Robetta Full-Chain Protein Structure prediction server (Raman et al.
2009, Song et al. 2013), I-TASSER (Zhang 2008, Roy et al. 2010). Estos servidores combinan la
prediccion por homologia estructural con algoritmos para la prediccion ab initio de estructuras
de secuencias sin homoélogos con plegamiento conocido. Las imagenes fueron producidas
mediante el software Discovery Studio 4.0 (Accelrys Software Inc.)

El modelado de PhaZs, mediante Phyre2 produce un modelo muy fiable (Figura 50),
especialmente en la regidon catalitica de esta enzima. Los aminoacidos cataliticos postulados
(Ser*, Asp™! e His'®), asi como la cavidad del oxianién (His**’), quedan concentrados en la
misma regidn del plegamiento, conformando el centro activo. Por otra parte, las ocho cisteinas

154 165 224

del dominio catalitico quedan distribuidas en cuatro parejas (Cys>*-Cys®, Cys™*-Cys'®, Cys

239 282

Cys™ y Cys***-Cys**?) indicando la posibilidad de establecimiento de cuatro puentes disulfuro
intracatenarios, tres de ellos circundando el centro activo y garantizando su estabilidad
conformacional. En cambio, las cisteinas del dominio de unién a sustrato, incluyendo la
cisteina C-terminal, quedan muy separadas en este modelo para formar enlaces entre si. En la
figura 50 también se puede observar la localizacion del dominio de unidn a sustrato,
representado con el volumen real que ocuparia, mostrando la clara separacion entre el
dominio catalitico y el dominio de unidn a PHB, separacion provista por el dominio separador

fibronectina tipo Ill.
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Figura 50: Modelado tridimensional de PhaZs.,, mediante el servidor Phyre2. A. Representacién del modelo
obtenido, solo se muestran las cadenas laterales de los aminodacidos cataliticos y las cisteinas. Las [dminas 3
se muestran en azul claro, a-hélices en rojo, giros B en verde y ovillo al azar en gris. B. Representacidn del
modelo con el dominio de unién a sustrato mostrado con el volumen real ocupado, para ilustrar la
estructura en mddulos catalitico y de unidn a sustrato, separados por el motivo fibronectina tipo Ill. C.
Detalle del centro activo mostrando la ubicacidon de los aminoacidos de la triada catalitica (en marron,
morado y azul oscuro), la posible histidina de la cavidad del oxianion (en rojo) y las cisteinas (en amarillo).

Los demas servidores también proveen algunos modelos coherentes con la funcién propuesta

para cada regién, a continuacidon se muestran dos ejemplos generados por los servidores

Robetta y I-TASSER (Figura 51).

Figura 51: Modelado tridimensional de PhaZs, mediante los servidores Robetta (A) y I-
TASSER (B). Se muestran las cadenas laterales de los aminoacidos cataliticos y cisteinas. El
dominio de unidn a sustrato se representa con su volumen real, para facilitar su localizacion.
Las [dminas B se muestran en azul claro, a-hélices en rojo, giros 3 en verde y ovillo al azar en

En lineas generales estos modelos coinciden en un dominio catalitico formado por diez [dminas
[, de las cuales seis estan empaquetadas paralelamente, y junto con dos antiparalelas forman
un plano girado. También muestran en torno a ocho a-hélices cubriendo ambos lados de dicho

plano de ldminas . Como norma general, estos servidores no reconocen homologia
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Figura 52: Modelado tridimensional ab initio de los 60 aminoacidos del extremo C-terminal de PhaZs,,
(dominio de uniéon a PHB) mediante el servidor QUARK. Se representan cuatro de los modelos mas
probables generados por el servidor, mostrando una estructura secundaria mayoritariamente B-laminar.
Las B-laminas se muestran en azul claro, a-hélices en rojo, giros 3 en verde y ovillo al azar en gris.

estructural del dominio de unién a PHB, situado en el extremo C-terminal, con ninguna
proteina de estructura tridimensional conocida, lo que resulta en modelos con un plegamiento
mayoritariamente en ovillo al azar para este dominio. Dada la ausencia de proteinas
homdlogas adecuadas, y para dilucidar la posible estructura terciaria del dominio de unién a
sustrato, se recurrio al modelado exclusivamente ab initio de los 60 aminoacidos del extremo
C-terminal, mediante el servidor QUARK (Xu y Zhang 2012). Este servidor genera los diez
plegamientos estructurales mas probables, cuatro de los cuales se muestran en la figura 52, en
todos ellos predominan las estructuras tipo ldmina B empaquetadas de forma antiparalela, con
un contenido minimo de a-hélice.

En el caso de PhaZs, los modelos mas coherentes son el generado por el servidor Phyre2, que

se muestra en detalle en la figura 53, y dos de los cinco generados por I-TASSER (Figura 54). De

Figura 53: Modelado tridimensional de PhaZs, mediante el servidor Phyre2. A. Representacion

del modelo obtenido, se muestran las cadenas laterales de los aminoacidos cataliticos y las
cisteinas. Las B-ldminas se muestran en azul claro, a-hélices en rojo, giros § en verde y ovillo al
azar en gris. B. Representacién del modelo con el dominio de unién a sustrato mostrado con el
volumen real ocupado, para ilustrar la estructura en moédulos catalitico y de unién a sustrato,
separados por el motivo fibronectina tipo Ill. C. Detalle del centro activo mostrando la ubicacion
de los aminoacidos de la triada catalitica (en marrén, morado y azul oscuro), la posible histidina
de la cavidad del oxianién (en rojo) y las cisteinas (en amarillo).
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nuevo vemos cdmo los aminoacidos propuestos como cataliticos (Ser™', Asp®® e His*®) se
agrupan junto a la histidina 48, postulada como parte de la cavidad del oxianién,
constituyendo el centro activo de PhaZ,. Sin embargo, en este caso ninguno de los modelos
analizados sitUa las cisteinas por parejas capaces de formar un enlace disulfuro, sino que estan
demasiado espaciadas entre si, lo que hace pensar que el plegamiento real del centro activo
puede concordar con los modelos pero sélo en ciertas regiones, como el centro activo de la
enzima. Del mismo modo que en el caso de PhaZs,, estos modelos presentan un dominio
catalitico constituido por un conjunto de Idminas 3 mayoritariamente paralelas cubiertas por

una serie de a-hélices.

Figura 54: Modelado tridimensional de PhaZs, mediante el servidor I-TASSER (A y B). Se
muestran las cadenas laterales de los aminodacidos cataliticos y cisteinas. El dominio de
unién a sustrato se representa con su volumen real, para facilitar su localizacién. Las B3-

ldminas se muestran en azul claro, a-hélices en rojo, giros  en verde y ovillo al azar en gris.

| | N\

Figura 55: Modelado tridimensional ab initio de los 60 aminodacidos del extremo C-
terminal de PhaZs, (dominio de unién a PHB) mediante el servidor QUARK. Se
representan cuatro de los modelos mas probables generados por el servidor, mostrando
una estructura secundaria mayoritariamente B-laminar. Las B-ldminas se muestran en
azul claro, a-hélices en rojo, giros  en verde y ovillo al azar en gris.

En otra ubicacidn se localizan el dominio espaciador, compuesto por laminas [3 antiparalelas, y
el de unidn a sustrato. Nuevamente, los servidores no son capaces de identificar por

homologia la estructura del dominio de unién a sustrato de PhaZs,, por lo que se modeld este
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dominio independientemente mediante el servidor QUARK, obteniendo los modelos mas
probables, algunos de los cuales se muestran en la figura 55. La estructura secundaria de este
dominio estimada por QUARK es principalmente B-laminar antiparalela, con una pequefia
proporcién de o-hélice, al igual que sucedia con el dominio de PhaZs,, lo que es esperable

dado que en ambos casos se trata de dominios de unién a sustrato tipo 1.

3.18 Mutagénesis dirigida de Phaz,

El andlisis bioinformatico de la secuencia de aminoacidos de PhaZs, comparandola con otras
secuencias de PHB despolimerasas bacterianas que presentan distinto grado de similitud
revela ciertos aminodcidos y regiones con un elevado nivel de conservacion evolutiva, lo que
sugiere que se trata de regiones esenciales para la funcién biolégica de la enzima. Entre los
aminodacidos mas conservados destacan algunos que pueden participar en la formacion de la
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triada catalitica, estructura muy extendida entre las hidrolasas, son la Ser™", (incluida dentro

%% para confirmar la

de una caja lipasa, presente en todas las serin hidrolasas), Asp®® e His
identidad e importancia de estos aminodcidos concretos se han realizado experimentos de
mutagénesis dirigida, con el fin de sustituir los aminoacidos objetivo por otros de distinta
naturaleza quimica, y a continuacidon evaluar si los mutantes conservan la actividad PHB
despolimerasa. Las mutaciones elegidas fueron: Ser**! por alanina o cisteina (mutantes S131A
y $131C), Asp®® por asparagina (mutante D209N) e His*®® por glutdmico o glutamina (mutantes

H269E y H269Q). Una vez construidos los plasmidos mutantes derivados de pHPNV se
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Figura 56: Mutagénesis dirigida de los aminoacidos de la triada catalitica de PhaZs,. A.
Analisis SDS-PAGE de los caldos de fermentacion de las cepas de Rhodococcus sp. T104
portando las versiones mutantes del plasmido pHPNV. Carril 1: S131A, carril 2: S131C, carril
3: D209N, carril 4: H269E, carril 5: H269Q, carril 6: control negativo pNV19, carril 7: control
positivo pHPNV, carril 8: patron de pesos moleculares de amplio intervalo (Bio-Rad). La flecha
indica las bandas correspondientes a PhaZg, o sus formas mutantes. B. Ensayo de actividad
PHB despolimerasa en placa de los caldos de fermentacion de las cepas de Rhodococcus sp.
T104 portando las versiones mutantes del plasmido pHPNV asi como los controles negativo
(pPNV19) y positivo (pHPNV).
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transfirieron a la cepa productora Rhodococcus sp. T104 para llevar a cabo las pruebas de
expresion y actividad.

Los caldos de fermentacion de estas cepas mutantes de Rhodococcus sp. T104, tras 72 horas
de fermentacidon a 30°C con agitacidn orbital, se analizaron mediante SDS-PAGE para confirmar
la correcta expresion y secrecién de las formas mutantes de PhaZs,. Como se puede observar
en la figura 56, todas las construcciones mutantes producen claramente una proteina
extracelular de tamafio coincidente con PhaZs, y que no se encuentra en el cultivo control de
pNV19, confirmando la produccién extracelular de todas las formas mutantes de PhaZs,,.
Adicionalmente se analizo la actividad PHB despolimerasa mediante un ensayo de actividad en
placa de estos caldos de fermentacién, comparando con el caldo control no productor (pNV19)
y con el control positivo productor de PhaZg, sin mutar (pHPNV) (Figura 56). Se puede observar
claramente cémo ninguno de los mutantes exhibe una actividad PHB despolimerasa
detectable, al contrario que la enzima sin mutar. A la vista de estos resultados podemos
confirmar la importancia de estos aminoacidos concretos, ya que resultan imprescindibles para

la catalisis desempefiada por PhaZs,.

4. Aplicaciones biotecnoldgicas de PhaZs,, y PhaZs,

4.1 Inmovilizacion de PhaZs,, en agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAs)

PhaZs,, fue inmovilizada en forma de agregados entrecruzados de enzima (CLEAs), mediante su
precipitacidon quimica con acetona en presencia de distintas cantidades de albumina de suero
bovino (BSA), que actua como cebador proteico. Los agregados proteicos resultantes se
trataron posteriormente con diferentes concentraciones de glutaraldehido, un agente
entrecruzante que reacciona con los grupos amino de lisinas y argininas, creando enlaces
covalentes entre moléculas de proteina. Gracias al elevado nimero de lisinas de la BSA y a su
caracter inerte, esta proteina proporciona un soporte fisico a la despolimerasa y facilita la

manipulacion del derivado producido.

4.1.1 Preparacion de CLEAs

Diferentes agregados entrecruzados e insolubles de PhaZs, fueron preparados usando
concentraciones variables de glutaraldehido, asi como diferentes proporciones de BSA:
PhaZs.,, para después evaluar la actividad presentada por cada uno de los distintos derivados
mediante el ensayo turbidimétrico para CLEAs, los valores registrados se muestran en la tabla

17. Los valores mas altos de actividad retenida (18,4%) se detectan en el derivado PhaZs,,-
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CLEA4, obtenido con una concentracién de glutaraldehido de 12,5 mM y una proporcién 100:1

de BSA- PhaZs,,, respectivamente.

Tabla 17: Actividad de los distintos derivados CLEAs preparados con PhaZs, empleando
distintas concentraciones de glutaraldehido y proporciones BSA:PhaZs,,

Derivado [Glutaraldehido] Proporcion  Actividad eslpecificaa Acti.vidad A

(mM) BSA:PhaZs, (U/gramo humedo) retenida (%)
PhaZs,-CLEA1 12,5 Sin BSA 247,7 17,9
PhaZg,-CLEA2 25 Sin BSA 206,1 14,9
PhaZs,-CLEA3 50 Sin BSA 211,7 15,3
PhaZz,.,-CLEAS 12,5 100:1 255,0 18,4
PhaZs.-CLEAS 25 100:1 223,4 16,1
PhaZs,,-CLEA6 50 100:1 194,2 14,0
PhaZs,,-CLEA7 12,5 200:1 112,5 8,1
PhaZs,-CLEA8 25 200:1 177,4 12,8
PhaZs,,-CLEA9 50 200:1 226,1 16,3
PhaZs.-CLEA1O 12,5 500:1 104,5 7,5
PhaZs,-CLEA1l 25 500:1 137,8 9,9
PhaZs.,-CLEA12 50 500:1 201,4 14,5
PhaZs,-CLEA13 12,5 1.000:1 50,3 3,6
PhaZs.,-CLEA14 25 1.000:1 89,4 6,5

Phaz.,-CLEA15 50 1.000:1 No detectada No detectada

a: Actividad detectada mediante ensayo turbidimétrico especifico para CLEAs (ver seccién de
materiales y métodos).
b: Porcentaje de actividad del derivado con respecto a la misma cantidad de enzima soluble.

Partiendo de estas condiciones dptimas de preparacion, el derivado PhaZs.,-CLEA4 se empled
para optimizar el tiempo de entrecruzamiento, usando distintos periodos de tratamiento con
glutaraldehido, de 30 a 180 minutos. Como se puede observar en la tabla 18, el tiempo que
proporciona una actividad mas elevada fue 120 minutos.

Una vez optimizado el proceso de preparacién de PhaZs,CLEAs, se procedié a la

caracterizacion de este derivado.

4.1.2 Efecto del pH sobre la actividad y estabilidad de los PhaZ,,,-CLEAs

El perfil de actividad frente a distintos valores de pH exhibido por los PhaZs,-CLEAs fue
realizado mediante el ensayo turbidimétrico, empleando 10 mg (peso humedo) de derivado,
debido a la hidrdlisis espontanea que sufren los derivados de pNP, sobre todo a valores basicos

de pH. La actividad maxima se logré a pH 7, aunque presenta un buen nivel de actividad en el
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intervalo de valores entre 6 y 8. En la figura 57 se puede observar este perfil de actividad en

comparaciéon con el obtenido para la enzima soluble, mostrando un desplazamiento del

6ptimo hacia valores acidos.

Tabla 18: Efecto del tiempo de incubacion con glutaraldehido en la actividad de los derivados

PhaZSex-CLEA!

Tiempo (min) Actividad especifica (U/g) Actividad relativa (%)

30 104,6 41
60 107,1 42
90 219,0 86
120 255,0 100
180 155,6 61

! Condiciones de entrecruzamiento: 12,5 mM glutaraldehido y proporciéon BSA:PhaZSex de 100:1
% Actividad PHB despolimerasa, determinada mediante el ensayo de actividad especifico para

CLEAs. Unidades de actividad por gramo humedo de soporte.

Del mismo modo que la enzima soluble, se ensayd la estabilidad de los PhaZs,,-CLEAs mediante
la incubacidon de 5 mg en tampdn borato-citrato-fosfato a distintos valores de pH durante 45
minutos. Tras el periodo de incubacién se medidé la actividad remanente con el ensayo
cromogénico de actividad, los resultados se exponen en la figura 57. El derivado presenta
buena estabilidad a valores de pH por encima de 5, su estabilidad se ve afectada a valores mas
acidos, mostrando una gran similitud con la estabilidad de la enzima soluble, aunque el

derivado inmovilizado presenta una estabilidad ligeramente superior a pH 5.
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Figura 57: Efectos del pH sobre la actividad (A) o la estabilidad (B) del derivado inmovilizado
PhaZs.,-CLEAs (@). El perfil de actividad frente a pH fue realizado mediante el ensayo
turbidimétrico de actividad especifico para CLEAs, el estudio de la estabilidad se llevé a cabo
con el ensayo cromogénico especifico para CLEAs. También se muestran los porcentajes
obtenidos en el caso de la enzima PhaZs,, soluble (0), para permitir su comparacién directa.
La actividad enzimdtica correspondiente al 100% en el perfil de actividad es de 255 U/gramo

himedo de derivado, y 3.959 U/mg en el caso de la enzima soluble.
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4.1.3 Efecto de la temperatura sobre la actividad y estabilidad de los PhaZ,,

La actividad de los PhaZs,-CLEAs a distintas temperaturas fue medida mediante el ensayo
cromogénico con pNP-butirato como sustrato. Como se muestra en la figura 58, la actividad
madxima fue encontrada a 60°C, lo que supone un aumento de 20°C en la temperatura éptima
respecto a la enzima soluble, indicando una notable estabilizacion térmica de la enzima
inmovilizada, consecuencia del proceso de entrecruzamiento.

La estabilidad del derivado PhaZ.,-CLEA fue ensayada en las mismas condiciones que en el
caso de la enzima soluble, mediante la incubacién de 5 mg de derivado durante 45 minutos en
tampdn a pH 7 y distintas temperaturas desde 30 a 80°C, para a continuacion evaluar la
actividad residual con el ensayo cromogénico. En la figura 58 se muestra la estabilidad hallada
a distintas temperaturas comparada con la de PhaZs,, soluble. Los PhaZs.,-CLEAs presentan una
gran estabilidad hasta los 60°C, a partir de esta temperatura la estabilidad se ve
considerablemente reducida. Este resultado revela una clara estabilizacidon respecto a la
enzima soluble, que solo es estable hasta 50°C, y queda totalmente inactivada tras la
incubacién a 70°C, mientras que los PhaZs,-CLEAs conservan la mitad de su actividad tras

someterlos al mismo procedimiento.
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Figura 58: Efectos de la temperatura sobre la actividad (A) o la estabilidad (B) del
derivado inmovilizado PhaZs,,-CLEAs (@) realizado mediante el ensayo cromogénico de
actividad especifico para CLEAs. También se muestran los valores obtenidos en el caso de
la enzima PhaZs,, soluble (O) con el ensayo turbidimétrico, para permitir su comparacion
directa. La actividad enzimdtica correspondiente al 100 % en el perfil de actividad es de
0,38 Ul/gramo himedo de derivado y 5.980 U/mg en el caso de la enzima soluble.

4.1.4 Termoinactivacion de PhaZ,,,-CLEAs

Adicionalmente se estudié la inactivacion térmica de este derivado inmovilizado a 40 y 60°C
ensayando la actividad conservada a distintos tiempos hasta 275 minutos (Figura 59). A 40°C
no se observa pérdida de actividad con el tiempo, de forma similar a lo observado en PhaZs,,

soluble, y a 60°C se aprecia una ligera pérdida de actividad a tiempos superiores a 3 horas. Este
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resultado indica nuevamente una estabilizaciéon del derivado inmovilizado respecto a la forma

soluble, que a 60°C durante 240 minutos pierde el 80% de su actividad original.

4.1.5 Actividad de PhaZ,,,-CLEAs en presencia de distintos disolventes organicos

% Actividad PHB despolimerasa
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Figura 59: Estudios de inactivaciéon térmica de los
PhaZs.,-CLEAs a 40 (A) y 60°C (@), realizados con el
ensayo cromogénico de actividad especifico para CLEAs.

La actividad PHB despolimerasa de los PhaZs,~-CLEA en presencia de distintos disolventes

organicos al 10% de concentracién (v/v) fue ensayada mediante el ensayo turbidimétrico, y

comparada con la presentada por la forma soluble de esta enzima (Figura 60).
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Figura 60: Actividad PHB despolimerasa del derivado PhaZs,-CLEAs (barras
negras) en presencia de un 10 % (v/v) de distintos disolventes orgénicos, valores
obtenidos mediante el ensayo turbidimétrico de actividad especifico para
CLEAs. Se muestran también los resultados equivalentes obtenidos con la
enzima PhaZs,, soluble (barras grises), para permitir su comparacion.
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La enzima inmovilizada presentd un porcentaje de actividad muy superior a la enzima soluble
en presencia de varios disolventes como etilenglicol, acetonitrilo, metanol, DMSO, DMF o
trietilenglicol, llegando a experimentar un incremento de actividad con etilenglicol, acetonitrilo

y metanol.

4.1.6 Reciclado de PhaZs,,-CLEAs

El reciclado de los derivados enzimdticos es un importante requisito para su aplicacion en
biorreactores industriales. Para evaluar la capacidad de reciclado de los PhaZ.,-CLEAs se
ensayo su actividad en varios ciclos consecutivos empleando el ensayo cromogénico especifico
para estos derivados. La actividad presentada en cada ciclo esta representada en la figura 61.
Se puede observar que los PhaZs,-CLEAs pueden ser reutilizados durante al menos 20 ciclos
consecutivos sin pérdida significativa de actividad, indicando una considerable resistencia y

estabilidad operacional.

140 -
120 -
100 ————@—g—— 88— ——@—————— 2 e
80 -
60 -

40

% Actividad PHB despolimerasa

20

Numero de ciclos

Figura 61: Estudio de reutilizacién del derivado PhaZs,,-CLEAs
durante 20 ciclos consecutivos realizado mediante el ensayo
cromogénico de actividad especifico para CLEAs.

4.1.7 Microscopia confocal de PhaZ,,,-CLEASs

La distribucién de las moléculas de PHB despolimerasa en la superficie de las particulas de
PhaZs.,-CLEAs fue analizada mediante microscopia confocal. Para ello 10 mg de derivado se
trataron con anticuerpos generados en conejo anti-PhaZs, y posteriormente con un
anticuerpo de cabra anti-conejo conjugado con el fluoréforo Alexa Fluor 488 para revelar las
zonas con anticuerpo adsorbido.

En la figura 62, las zonas que presentan fluorescencia verde representan la despolimerasa
PhaZs., inmovilizada y marcada con el fluoréforo, que produce una mdaxima emision de

fluorescencia a 519 nm. Una vez capturadas varias secciones bidimensionales (ejes x e y)
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individuales a diferentes profundidades (eje z) a intervalos de 1 um, se pudo reconstruir un
volumen tridimensional de cada particula analizada, en la que se puede observar la
distribucién de PhaZs,, sobre la superficie de particula de derivado. Este analisis indicé una

distribucién homogénea de PhaZs,., en los CLEAs analizados, y permitié estimar el tamafio de

dichas particulas de derivado, que resulté oscilar en el intervalo entre 50 y 300 um.

Figura 62: Imagenes de microscopia confocal de barrido (A) y microscopia 6ptica (B) de dos
particulas de PhaZs,-CLEAs. Las particulas fueron tratadas con anticuerpo primario anti-
PhaZs,, y anticuerpo secundario fluorescente Alexa Fluor 488. Las imagenes de fluorescencia
obtenidas mediante microscopia confocal (A) son la suma de secciones bidimensionales (xy)
individualmente capturadas a diferentes profundidades (z) con incrementos de 1 um, de una
misma particula. En cada imagen se indica el tamafio relativo en um mediante la barra de
escala.

4.2 Inmovilizacion de PhaZs, en particulas magnéticas
Se realizaron diferentes ensayos de inmovilizacién de la PHB despolimerasa PhaZs, en
particulas magnéticas previamente sometidas a un proceso de silanizacidon con el fin de

dotarlas de grupos amino en su superficie.

4.2.1 Inmovilizaciéon covalente de PhaZs, empleando glutaraldehido como agente de

conjugacién

Conjugacion directa con glutaraldehido

En primer lugar se tratd de inmovilizar covalentemente PhaZs, en particulas magnéticas
silanizadas mediante conjugacién directa con glutaraldehido, para ello se aplicaron dos
cantidades distintas de enzima (70 y 140 pg) asi como dos concentraciones diferentes de
glutaraldehido: 0,125 y 0,375% (v/v), equivalentes a 13 y 40 mM aproximadamente. Tras
incubar la despolimerasa con el glutaraldehido y 10 mg de particulas magnéticas silanizadas en

tampon fosfato potasico 100 mM pH 7 a temperatura ambiente y con agitacién durante 2
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horas se descartaron los sobrenadantes y se lavaron las particulas tres veces con tampdn MES
100 mM pH 6. Finalmente se midid la actividad PHB despolimerasa de estos derivados
mediante el ensayo de la B-hidroxibutirato deshidrogenasa. Las actividades detectadas en
todos los casos son muy bajas, reteniendo menos del 0,1% de la actividad ofrecida en todos los

casos, por lo que se decidié cambiar de estrategia de inmovilizacién.

Conjugacion con glutaraldehido en dos fases

Para evitar la fuerte inactivacién de PhaZs, producida por la exposicion prolongada al
glutaraldehido se intenté llevar a cabo la conjugacién de la enzima con las particulas
magnéticas silanizadas en dos pasos.

En una primera fase se activaron las particulas magnéticas mediante la incubacién de éstas
durante 16 horas en presencia de un 5% de glutaraldehido con agitacién vigorosa a
temperatura ambiente, para después lavar exhaustivamente las particulas activadas, primero
con agua desionizada y a continuacién dos veces con tampdn MES 100 mM pH 6.

En la segunda fase se incubaron 10 mg de las particulas magnéticas activadas con 0,84 Ul de
PhaZs, en tampén MES 100 mM pH 6 a temperatura ambiente y con agitacidn, durante
diferentes tiempos de 5 a 25 minutos, a intervalos de 5 minutos. Transcurrido el tiempo
correspondiente se afiadieron 0,6 mg de BSA a cada derivado para bloquear los grupos
aldehido remanentes, y se incubaron durante 5 minutos adicionales. Finalmente se lavaron las
particulas resultantes tres veces y se procedidé a medir su actividad despolimerasa mediante el
ensayo de la B-hidroxibutirato deshidrogenasa.

Las actividades presentadas por estos derivados enzimaticos se muestran en la tabla 19. Son
actividades muy bajas en relacion a la elevada cantidad de enzima aplicada. Todos los tiempos
de exposicidn de la enzima con las particulas magnéticas activadas producen derivados con un
nivel muy similar de actividad, sin embargo, al analizar la actividad en los sobrenadantes de
cada derivado mediante ensayos en placa y B-hidroxibutirato deshidrogenasa, se observd que
el incremento en dicho tiempo de exposicion reduce claramente la actividad en el eluido, que
a los 20 minutos ya es casi indetectable (Figura 63). Teniendo en cuenta la actividad perdida en
el sobrenadante, la actividad retenida en las particulas es mayor cuanto mas corto es el tiempo
de exposicion a las particulas activadas, siendo maxima a los 5 minutos, con aproximadamente
un 9% de actividad retenida. El hecho de que los derivados retengan menos actividad con
tiempos de exposicion mdas prolongados sugiere una unién multipuntual de la enzima al
soporte, provocando su inactivacidn, posiblemente debido a la distorsidn de la estructura

proteica.
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Figura 63: Ensayo de actividad PHB despolimerasa en placa de los sobrenadantes y
primeros lavados de los derivados de PhaZs, preparados por conjugacion en dos
pasos con glutaraldehido. Se puede observar como decrece la actividad eluida al
aumentar el tiempo de exposicion de la enzima con el soporte activado.

A continuacion se llevé a cabo un lavado de las distintas particulas magnéticas con tampdn
MES 100 mM pH 6 con NaCl 1 M, facilitando la desorcidn de las moléculas de enzima retenidas
por interacciones electrostaticas, para verificar el cardcter covalente de esta inmovilizacién.
Los resultados mostrados en la tabla 19 reflejan una pérdida de entre el 16 y el 22% de la
actividad previa al lavado con NaCl, indicando que parte de la enzima presente en las

particulas no esta unida por enlaces covalentes sino por adsorcidn electrostatica.

Tabla 19: Inmovilizacién de PhaZs, en particulas magnéticas silanizadas y activadas con glutaraldehido.

Tiempo de exposicidon (minutos) 5 10 15 20 25

Actividad del derivado (Ul/g) 1,89 1,98 1,90 1,65 1,85
Actividad ofrecida (Ul) 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84
Actividad eluida (Ul) 0,62 0,35 0,20 0,08 0,06
Inmovilizacidon (%) 26 59 76 91 93

Actividad retenida (%) 8,8 4,0 3,0 2,2 2,4
Actividad tras lavado con NaCl (Ul/g) 1,47 1,66 1,53 1,31 1,47

4.2.2 Inmovilizacién covalente de PhaZ,, empleando EDC como agente de conjugacion
Debido al efecto perjudicial del glutaraldehido sobre la actividad de PhaZs, se diseiid otra
estrategia de inmovilizacion consistente en el empleo de la carbodiimida hidrosoluble 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), agente de conjugacién capaz de establecer uniones
covalentes entre grupos amino y carboxilo.

Para evitar una exposicién prolongada de la enzima con EDC, que podria inactivarla, se llevod a
cabo una primera fase de activaciéon de los grupos carboxilo presentes en los residuos de

acidos asparticos y glutamicos de PhaZs, durante tiempos cortos, de 5 6 30 minutos, en
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tampon MES 100 mM pH 5, en presencia de tres concentraciones diferentes de EDC: 0,1, 1y
10 mM. Transcurrido el tiempo correspondiente se afiadieron las preparaciones de enzima
activada a 10 mg de particulas magnéticas silanizadas en tampén MES 100 mM pH 6. Esta
mezcla se incubdé con agitacion orbital a temperatura ambiente durante 2 horas, para
finalmente separar las particulas del sobrenadante y lavarlas 3 veces con tampdén MES 100 mM
pH 6. Adicionalmente se prepard un derivado control sin activar la enzima con EDC, por lo que
el numero total de derivados distintos fue de 7. La actividad PHB despolimerasa de estos
derivados, asi como la de los sobrenadantes eluidos, se evalué mediante el ensayo de
actividad de la B-hidroxibutirato deshidrogenasa (Tabla 20).

Como se puede observar en la tabla 20, todos los derivados presentan un nivel similar de
actividad, de 5,5 a 5,9 Ul/gramo de derivado, excepto el incubado 30 minutos con EDC 10 mM,
que pierde la mayor parte de la enzima aplicada y presenta una actividad de 3,2 Ul/gramo.
Todos los derivados, incluido el control sin EDC, presentan una actividad retenida baja, por
debajo del 9% de la actividad que corresponderia a la enzima en solucidn.

Como era de esperar, el derivado control es el que pierde mas actividad tras el lavado con alta
fuerza idnica, conservando tan solo un 22% de la actividad inicial, aunque los derivados
conjugados con EDC también sufren un importante descenso en su actividad, de entre el 50 y
el 75%, lo que indica que la mayor parte de la actividad retenida puede deberse a enzima
unida mediante interacciones no covalentes de tipo hidrofdbico e idnico, no logrando la unién

covalente buscada mediante el uso de este tipo de agentes conjugantes.

Tabla 20: Inmovilizaciéon de PhaZs, previamente activada mediante EDC en particulas magnéticas silanizadas.

Tiempo de exposicién (min) 5 5 5 30 30 30 Control
[EDC] (mM) 0,1 1 10 0,1 1 10 0
Actividad del derivado (Ul/g) 5,61 5,82 5,88 5,47 5,73 3,18 5,73
Actividad ofrecida (Ul) 1,77 1,77 1,77 1,77 1,77 1,77 1,77
Actividad eluida (UI) 0,26 0,36 0,60 0,45 0,22 1,39 0,22
Inmovilizacién (%) 85 79 66 75 87 21 88
% Actividad retenida 3,7 4,2 5,0 4,2 3,7 8,5 3,7
Actividad tras lavado con NaCl (Ul/g) 1,50 1,46 2,05 2,49 2,07 1,68 1,26

4.2.3 Inmovilizacion no covalente de PhaZs, mediante adsorcion fisica

Dado que buena parte de la actividad inmovilizada parece atribuirse a interacciones
electrostaticas y/o hidrofébicas no covalentes, y el efecto negativo de glutaraldehido y EDC
sobre la actividad de PhaZ, se decidid realizar ensayos de adsorcion fisica de la despolimerasa

a particulas magnéticas silanizadas prescindiendo de agentes conjugantes.
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Optimizaciéon del pH y tiempo de adsorcion

Para maximizar la adsorcién de PHB despolimerasa a las particulas magnéticas se analizé el
efecto del pH sobre el porcentaje de inmovilizacidn y la actividad retenida de dichas particulas
magnéticas. Se incubaron 10 mg de particulas silanizadas con 142 ug de PhaZs, equivalentes a
3,53 Ul de actividad PHB despolimerasa, en presencia de tampones 100 mM con diferentes
valores de pH: tampén MES pH 5 6 6, y tampdn Tris-HCI pH 8. La incubacidn se realizé con
agitacion orbital a temperatura ambiente durante 18 horas, tomando varias alicuotas de
sobrenadante a distintos tiempos para evaluar la adsorcién de enzima al soporte sélido. Una
vez terminada la incubacidn se lavaron tres veces las particulas con tampén MES 100 mM pH 6
y se procedid al ensayo de su actividad mediante la B-hidroxibutirato deshidrogenasa,

calculando los valores de la tabla 21.

Tabla 21: Actividad de los derivados de PhaZ, por adsorcion electrostatica a
diferentes valores de pH.

pH 5 6 8
Actividad del derivado (Ul/g) 10,11 10,41 8,09
Actividad ofrecida (Ul) 3,53 3,53 3,53
Actividad eluida (UI) 0,65 0,87 0,85
Inmovilizacién (%) 82 75 76
% Actividad retenida 3,5 3,9 3,0

Estos derivados se obtuvieron mediante la incubacién de la enzima con las particulas
magnéticas silanizadas durante 18 horas a temperatura ambiente.

A la vista de estos valores de actividad se concluyé que los valores acidos de pH promueven la
adsorcion mas eficazmente que los basicos. Concretamente a pH 6 se logra la mayor actividad
del derivado, aunque el porcentaje de inmovilizacidn es ligeramente inferior que a pH 5.

De esta forma confirmamos que los valores acidos de pH retienen mayor cantidad de enzima
en la superficie de las particulas magnéticas. Por otra parte se observé que la mayor retencion
de proteina se logra en general a tiempos cortos, entre 30 y 60 minutos, por lo que no es
necesaria una incubacién prolongada para obtener resultados éptimos de adsorcién. En los

experimentos subsiguientes se optd por un tiempo de adsorcién de 30 minutos.

Optimizaciéon de la carga enzimatica
Una vez establecido un valor de pH, asi como un tiempo de incubacién, adecuados para
promover la adsorcion de PhaZs, a las particulas magnéticas silanizadas, se procedid a

optimizar la carga enzimatica aplicada a las particulas magnéticas. Con este propdsito se
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incubaron 10 mg de particulas con distintas cantidades de PhaZs, entre 19 y 116 pug, en tampdn
MES 100 mM pH 6, a temperatura ambiente, con agitacidon orbital durante 30 minutos. A
continuacién se lavaron tres veces los derivados con el mismo tampdn y se midid su actividad
PHB despolimerasa mediante el ensayo de actividad de la B-hidroxibutirato deshidrogenasa,
obteniendo los valores mostrados en la tabla 22.

La actividad PHB despolimerasa de los sobrenadantes tras la incubacion se analizé mediante
ensayo en placa, no hallando un nivel detectable de actividad en ninguno de ellos, por lo que
se asume que hay un 100% de actividad inmovilizada. Como se puede apreciar en los
resultados, la actividad neta presentada por los derivados aumenta segln se incrementa la
cantidad de enzima aplicada, sin embargo, el aumento de actividad de los derivados no es
proporcional al aumento de la cantidad de enzima aplicada, por lo que el mayor porcentaje de
actividad retenida, ligeramente superior al 11%, se logra con la carga enzimatica mas baja, que

en este caso es de 1,9 mg de PhaZg, por gramo seco de particulas magnéticas silanizadas.

Tabla 22: Optimizacidn de la carga enzimatica en 10 mg de particulas magnéticas silanizadas.

Cantidad de PhaZg, (ug) 19,3 38,7 77,3 116,0
Actividad del derivado (Ul/g) 4,71 6,64 7,26 7,80
Actividad ofrecida (Ul) 0,42 0,84 1,67 2,51
Actividad eluida (Ul) n.d. n.d. n.d. n.d.
Inmovilizacion (%) 100 100 100 100
% Actividad retenida 11,3 7,9 4,3 3,1

Estos derivados se obtuvieron mediante la incubacion de la enzima con las particulas magnéticas
silanizadas durante 30 minutos a pH 6 y temperatura ambiente.

4.3 Experimentos de sintesis organica en medios no acuosos empleando PhaZ, como
catalizador

Una preparacién liofilizada de PhaZs., fue empleada como catalizador en distintas reacciones
de sintesis orgdnica en medios no acuosos, con el fin de evaluar la capacidad de esta PHB
despolimerasa para llevar catalizar reacciones diferentes a su actividad hidrolitica natural,
como polimerizacidn, acilacion o transesterificacion. Los experimentos llevados a cabo se

pueden clasificar en los siguientes bloques:

4.3.1 Experimentos de polimerizacion de lactonas por apertura de anillo (ROP)
La capacidad de PhaZs, para polimerizar los compuestos ciclicos p-butirolactona, y-

butirolactona y e-caprolactona, fue ensayada mediante la mezcla de 10 mg de lidfilo
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conteniendo 1,2 mg de PhaZs, y 100 mg de la correspondiente lactona, sin disolvente, con
agitacion mecénica y a 80°C durante 48 horas; en el caso de la B-butirolactona se ensayaron
dos tiempos de reaccion distintos: 24 y 48 horas. Los resultados se muestran en la tabla 23.

Se puede observar que PhaZs, Unicamente presenta cierta actividad sintética con [-
butirolactona como sustrato en estas condiciones, obteniendo como producto PHB con M,
cerca de los 3.700 Da, lo que equivale a cadenas poliméricas de entre 40 y 45 mondmeros de

3-hidroxibutirato.

Tabla 23: Resultados de experimentos de polimerizaciéon por apertura de anillo con PhaZs,,
como catalizador

Mondémero Tiempo (h) Conversion (%) M, (Da) 1)
B-butirolactona 24 58,6 3.779 1,23
B-butirolactona 48 53,1 3.685 1,15
y-butirolactona 48 - - -
g-caprolactona 48 - - -

M,: Masa molecular promedio en numero de un polimero. D: Dispersidad del polimero
sintetizado. Ver seccién de material y métodos.

4.3.2 Experimentos de polimerizacidn contra acilacién

En estos experimentos también se llevé a cabo la polimerizacion de 100 mg de B-butirolactona
mediante PhaZ,.,, pero en presencia de tres compuestos diferentes con uno o mas grupos
hidroxilo, estos compuestos son: 3-fenil-propanol (1 grupo -OH), glicerol (3 grupos -OH) y 2-
etil-2-hidroximetil-1,3-propanodiol (trimetilolpropano) (3 grupos -OH). La cantidad de grupos
hidroxilo afiadidos en cada experimento fue el doble de la cantidad molar de B-butirolactona
usada (proporcidon molar B-butirolactona:-OH de 1:2).

Los experimentos se llevaron a cabo durante 72 horas en agitacién, con 1,2 mg de PhaZs,., en
1,8 mL de tolueno como disolvente y a 80°C. En la tabla 24 podemos ver los resultados de
estos experimentos. Con 3-fenil-propanol no se genera ningln polimero, en cambio en
presencia de las concentraciones seleccionadas de glicerol y trimetilolpropano se detectan
polimeros de idénticas caracteristicas, con un M, de 800 Da y una dispersidad muy baja, de
1,03, indicando la existencia de multiples cadenas de oligdmero de tamafio muy homogéneo
integradas aproximadamente por unos 9 mondmeros de 3-hidroxibutirato. Los espectros de
RMN revelaron que se habian producido multiples uniones entre los mondmeros y los grupos

hidroxilo del glicerol o del trimetilolpropano.
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Tabla 24: Resultados de experimentos de polimerizacién contra acilaciéon con Phaz,, como

catalizador
Monémero Alcohol Resultado RMN M, (Da) 1)
B-BL 3-fenil-propanol No polimero - -
B-BL Glicerol Polimero, multiples uniones 800 1,03
B-BL Trimetilolpropano Polimero, multiples uniones 800 1,03

4.3.3 Experimentos de polimerizacion de 3-hidroxibutirato y 3-hidroxibutirato de etilo

También se realizaron ensayos de polimerizacién de 3-hidroxibutirato y 3-hidroxibutirato de
etilo mediante PhaZs,,. Para ello se mezclaron 100 mg del mondmero correspondiente con 20
mg de liéfilo conteniendo 2,4 mg de PhaZ,, directamente sin disolvente, y los viales se
incubaron en agitacién a 80°C durante 48 horas. Como se muestra en la tabla 25, PhaZs,,
muestra cierto potencial para la polimerizacién de 3-hidroxibutirato, produciendo pequefios
oligdmeros de unos 7 mondmeros de 3-hidroxibutirato, sin embargo no se detecta ninguna

clase de polimero en el caso del 3-hidroxibutirato de etilo.

Tabla 25: Resultados de experimentos de polimerizacion de 3-hidroxibutirato y etil-3-
hidroxibutirato con PhaZ,., como catalizador

Monémero Tiempo (h) Conversion (%) M, (Da) 1)
3-hidroxibutirato 48 22 600 1,12
3-hidroxibutirato de etilo 48 - - -

4.3.4 Experimentos de transesterificacion entre PHB y alcoholes

En este bloque de experimentos se intentd realizar una reaccién de transesterificacion entre
PHB y uno de los siguientes alcoholes: 3-fenil-propanol, glicerol o trimetilolpropano, mediante
PhaZs,,. Para ello, se disolvio 1 g de PHB en 10 mL de cloroformo a 80°C con reflujo refrigerado
para evitar la pérdida de disolvente, en esta ocasion no se empled tolueno como disolvente ya
que el PHB presenta una solubilidad muy baja en tolueno. 1 mL de esta solucién (100 mg de
PHB) se mezcld con la cantidad correspondiente del alcohol para conseguir una proporcién
molar entre mondmeros de PHB y grupos -OH de 5:1. A cada una de estas mezclas se le
afiadieron 2,4 mg de PhaZs,, y se incubaron a 80°C durante 72 horas con agitacion.

Al analizar los espectros de RMN del resultado de estas reacciones no se detectaron evidencias
de transesterificacion en ninguna de las pruebas realizadas, por lo que se descarté la capacidad

de PhaZs,, para llevar a cabo este tipo de reacciones en las condiciones ensayadas.
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Los polihidroxialcanoatos o PHAs son biopolimeros producidos por una amplia variedad de
microorganismos en determinadas circunstancias metabdlicas. Estos PHAs son polioxoésteres
isotacticos y lineales desde el punto de vista quimico, y presentan un comportamiento
termoplastico similar al de algunos plasticos derivados del petrdleo. La produccién de los
plasticos tradicionales a partir de materias primas no renovables y el gran problema de su
dificultosa biodegradacion hacen necesaria su sustitucién por nuevos plasticos biodegradables,
mas respetuosos con el medio ambiente y que se puedan obtener a partir de materias primas
renovables, ayudando asi a paliar a largo plazo el impacto medioambiental originado por el
desaforado empleo comercial e industrial de los plasticos tradicionales. Los PHAs han suscitado
un gran interés en las Ultimas décadas, no sélo por su potencial aplicacidn como plasticos
biodegradables, sino especialmente por la enorme diversidad de sus propiedades
fisicoquimicas, dependientes principalmente del tipo y longitud de la cadena radical de sus
mondmeros constituyentes. Aparte de su relativamente sencilla biodegradabilidad y su
produccién a partir de multitud de materias primas renovables, los PHAs poseen ademas una
serie de cualidades adicionales que los hacen mas adecuados para determinadas aplicaciones:
su biocompatibilidad, su ausencia de toxicidad o la gran versatilidad de sus propiedades,
modulables mediante el control de su composicién monomérica.

De forma general, los PHAs mads frecuentes en la naturaleza se dividen en dos grandes grupos,
en funcidn de la longitud de la cadena alifatica lateral de sus mondmeros, los PHAs de cadena
corta (scl-PHAs), con solo uno o dos carbonos, y los de cadena media (mcl-PHAs), a partir de
tres carbonos. Sus caracteristicas fisicoquimicas son sensiblemente diferentes, siendo los scl-
PHA bioplasticos mas rigidos y quebradizos, con un mayor grado de cristalinidad, mientras que
los mcl-PHAs se caracterizan por ser mayormente amorfos, mucho mads elasticos y de
consistencia gomosa.

Los PHAs son degradados naturalmente para liberar sus mondmeros u oligémeros
constituyentes por las enzimas conocidas como PHA despolimerasas. Esta degradacion puede
llevarse a cabo en el citoplasma de una bacteria acumuladora con el fin de movilizar las
reservas intracelulares de carbono y energia que suponen los PHAs, o bien puede producirse
en el medio extracelular, mediante despolimerasas secretadas por microorganismos que
pueden ser productores de PHA o no serlo, para convertir estos polimeros en moléculas mas
pequefias y asimilables por dichos microorganismos. Estos dos procesos estdn claramente
diferenciados y compartimentalizados, y son llevados a cabo por distintas familias de
despolimerasas, con caracteristicas bioquimicas y mecanismos de acciéon diferentes.

La despolimerizacién enzimatica de los PHAs es un proceso muy interesante, no solo de cara a

la degradacidn de posibles residuos plasticos evitando su acumulacién en el medio ambiente,
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sino también para la produccién industrial de intermediarios quirales enantioméricamente
puros, de alto valor afiadido. Esto es posible gracias a la estricta enantioselectividad de las PHA
sintasas, las enzimas encargadas de generar las cadenas de PHA, lo que permite que estos
PHAs estén constituidos exclusivamente por 3-hidroxidcidos con conformacion R. La
despolimerizacién enzimatica de los PHAs produce la liberacidon de estos (R)-3-hidroxiacidos,
muy valiosos como materiales de partida en la sintesis de un gran nimero de farmacos y otros
compuestos quimicos quirales, cuya sintesis a partir de compuestos en mezclas racémicas es
mads costosa y requiere de pasos adicionales para obtener un producto enantioméricamente
puro.

En esta tesis nos hemos interesado principalmente por la degradacion extracelular del scl-PHA
mas conocido y probablemente el PHA mas abundante en la naturaleza, el poli[(R)-3-
hidroxibutirato] o PHB, llevada a cabo mediante PHB despolimerasas extracelulares producidas
por bacterias Gram positivas del género Streptomyces, concretamente las PHB despolimerasas
procedentes de las cepas S. exfoliatus (PhaZs.,) y S. ascomycinicus (PhaZs,). La eleccién de estos
microorganismos se debe a que el conocimiento bioquimico de las PHB despolimerasas
extracelulares de bacterias Gram positivas es comparativamente inferior al acumulado acerca
de sus homdlogas en Gram negativas, especialmente en bacterias del género Pseudomonas y
en Paucimonas lemoignei, en la que se han descrito un total de siete PHB despolimerasas
extracelulares. Por otra parte, las bacterias Gram positivas del suelo tal como Streptomyces,
son especialmente interesantes en este sentido, porque han demostrado representar buena
parte de los microorganismos degradadores de PHA en ambientes naturales, y disponen de
sofisticadas maquinarias enzimaticas para la degradacién de cualquier tipo de biopolimero, ya
sea natural o sintético, que pueda presentarse en el medio ambiente.

Este estudio cientifico integral y exhaustivo ha abarcado la deteccién de la actividad
desarrollada por estas enzimas, su identificacion, clonacidn, expresién heterdloga y
aislamiento mediante técnicas cromatograficas, para después desarrollar una completa
caracterizacién bioquimica, funcional y estructural de las dos enzimas estudiadas. Ademas se
ha explorado la utilizacion de PhaZs, para la creacién de catalizadores enzimaticos
reutilizables, asi como su empleo en experimentos de sintesis orgdnica en medios no acuosos.
Finalmente, se ha iniciado el desarrollo de nuevos biocatalizadores inmovilizados de PhaZs,

gue también podrian ser interesantes para la hidrdlisis enzimatica de PHB.

162



Discusion de los resultados

1. Identificacidn y analisis de PHB despolimerasas extracelulares de Streptomyces

El proceso de seleccién de enzimas candidatas para su estudio comenzd con la busqueda in
silico de secuencias génicas completas clasificadas como PHB despolimerasas y pertenecientes
a cepas del género Streptomyces, lo que nos llevé a las secuencias de los genes phaZs., y fkbU,
de las cepas S. exfoliatus K10 y S. hygroscopicus var. ascomyceticus, respectivamente. Esta
ultima especie bacteriana fue posteriormente reclasificada como S. ascomycinicus, por lo que
se hace referencia a esta clasificacion mas reciente (Kumar y Goodfellow 2010).

La primera de las PHB despolimerasas, PhaZs,.,, producida por la cepa K10 de S. exfoliatus, ya
habia sido clonada en E. coli, semipurificada a partir del extracto periplasmico, y parcialmente
caracterizada (Klingbeil et al. 1996). Esta enzima presenta propiedades que la hacen ser una
candidata adecuada para su aplicacién biotecnoldgica, por lo que en el presente estudio se
decidié profundizar en su estudio y caracterizacion, previa optimizacién de los sistemas de
expresién y purificacion. Por su parte, la existencia de la PHB despolimerasa de S.
ascomycinicus solamente habia sido inferida previamente por la homologia que presenta el
gen fkbU con el gen que codifica la PHB despolimerasa extracelular PhaZ3 de Paucimonas
lemoignei ATCC 17989 (Briese et al. 1994, Jendrossek 2001b). El gen fkbU habia sido descrito
como uno de los genes estructurales integrantes del cluster FK520, encargado de las distintas
etapas de biosintesis del macrélido ascomicina (Wu et al. 2000). La funcién propuesta para el
producto de fkbU fue degradar el PHB acumulado con el fin de proporcionar un nivel adecuado
de 3-hidroxibutirato, el cual, por accién de una CoA ligasa, se convertiria en 3-hidroxibutiril-
CoA, primer compuesto en la ruta de biosintesis de la ascomicina.

El analisis de las secuencias de aminoacidos de PhaZs,, y PhaZs, deducidas de los genes phaZs,,
y fkbU, reveld dos proteinas de tamafio similar, con 488 y 519 aminodcidos, respectivamente.
Sin embargo, al analizar estas secuencias mediante el servidor SignalP 4.1 se hallé6 una
probabilidad muy elevada de que ambas proteinas contuvieran un péptido sefial de secrecion
en posicién N-terminal, lo que concordaba con la presunta naturaleza extracelular de ambas
enzimas. En el caso de PhaZs,, ya habia sido previamente descrito un péptido seiial de 26
aminodcidos de longitud. Sin embargo, el péptido sefial de PhaZs, es excepcionalmente largo,
con una longitud de 58 aminoacidos (Figura 15). El péptido sefial de PhaZs,., encaja bastante
bien con la estructura tipica de los péptidos sefial de secrecidn, que comprende una regién N-
terminal con varios residuos cargados positivamente, una regidon central compuesta
mayormente por aminodcidos apolares y una parte C-terminal, que incluye algin aminoacido

capaz de formar giros 3, como glicina o prolina, asi como el sitio de corte de las peptidasas
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sefial: dos alaninas flanqueando otro aminoacido que puede ser variable (A-X-A-sitio de corte)
(Lammertyn y Anné 1998). No obstante, el supuesto péptido seial de PhaZs, presenta una
region N-terminal inusualmente larga, que ademads tiene pocas cargas positivas. Esta excesiva
longitud se confirmdé mediante el servidor SignalP 4.1, apreciandose en la figura 15 el bajo
nivel de confianza estimado para la mitad N-terminal de este péptido sefial. Una posible
explicacion para la longitud del péptido sefial de PhaZs, es el posible inicio de la traduccion
proteica en un coddn posterior al asumido, aunque no se tratara de un coddn de inicio
estandar ATG (codificante de una metionina), como se discutira en detalle mas adelante.

Una vez escindidos los correspondientes péptidos seial de ambas preproteinas citoplasmicas,
se generarian unas PHB despolimerasas maduras PhaZs., y PhaZs, de 462 y 461 aminoacidos,
con unas masas moleculares casi idénticas, de 47,9 y 48,0 kDa, y puntos isoeléctricos tedricos
de 5,26 y 5,31, respectivamente.

Mediante alineamiento multiple de las secuencias de aminodcidos de PhaZs, y PhaZs, con
otras secuencias de PHB despolimerasas homdlogas, con una identidad inferior al 58% entre
ellas, se han localizado ciertos dominios y regiones altamente conservados evolutivamente
(Figura 16). Entre estas regiones, y basdndonos en la bibliografia (Klingbeil et al. 1996,
Jendrossek y Handrick 2002), podemos destacar los aminoacidos presumiblemente
involucrados en la catalisis, totalmente conservados en todas las secuencias empleadas para el
alineamiento. Estos residuos cataliticos incluyen una serina, situada en el interior de un
pentapéptido cominmente conocido como caja lipasa, con secuencia consenso (Gly-X;-Ser-X,-
Gly) (Brenner 1988). En el caso de PhaZs,, y PhaZs,, X; coincide con una leucina, mientras que la
posicion X, es ocupada por una serina en PhaZs, y una alanina en PhaZs,. Los otros
aminodcidos cataliticos propuestos son una histidina y un dacido aspartico, también
conservados en todos los homdlogos alineados, y cuyos residuos adyacentes no estan tan
altamente conservados como en el caso de las serinas cataliticas.

Los tres aminoacidos cataliticos mencionados, aunque distantes en la estructura primaria de
las enzimas analizadas, convergen en una misma regién espacial tras el plegamiento
tridimensional de las despolimerasas, conformando lo que se conoce como una triada
catalitica, estructura muy extendida en diversas familias de hidrolasas, como esterasas o
proteasas. La region de la estructura terciaria donde se localiza la triada catalitica constituye el
centro activo de esta clase de enzimas, en el que la serina catalitica es la encargada de realizar
el ataque nucleofilico sobre el enlace éster entre los mondmeros del PHB. Teniendo en cuenta

lo anteriormente expuesto podemos proponer las siguientes identidades de las triadas

soe 2 111 -1 131 2 . 2
cataliticas: Ser**-Asp™'-His'** 3 99_His*®* en el caso de PhaZs,.

para PhaZs.,, y Ser—>"-Asp
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Aparte de los residuos que conforman dichas triadas cataliticas, también hay otras regiones de
gran importancia para la funcién llevada a cabo por las PHB despolimerasas analizadas. Una de
ellas es la denominada "cavidad del oxianién", una regién del centro activo encargada de
estabilizar el intermediario tetraédrico transitorio generado tras el ataque nucleofilico de la
triada catalitica. Esta estabilizacion se realiza a menudo a través de puentes de hidrégeno
entre el oxianién y ciertos enlaces amida entre dos residuos de la enzima (Jaeger et al. 1995).
En el caso de las PHB despolimerasas analizadas, se ha propuesto una cavidad del oxianién
basada en la similitud de secuencia con la cavidad de oxianién de lipasas bacterianas (Jaeger et
al. 1995, Jendrossek y Handrick 2002). En el caso de PhaZs,, esta region se situaria en torno a la

histidina 237, posicién mas cercana al extremo C-terminal que los aminodacidos cataliticos,

tratandose, por tanto, de un dominio catalitico tipo 2. En cambio, la cavidad del oxianién de
PhaZs, estaria en las cercanias de la histidina 48, mas proxima al extremo N-terminal,
configurando un dominio catalitico tipo 1.

También cabe resefiar el elevado nimero de cisteinas encontrado en las secuencias de PhaZs,,
y PhaZs, que contienen 10 y 8 residuos de cisteina respectivamente. Estas cisteinas
posibilitarian el establecimiento de varios puentes disulfuro intracatenarios que conferirian
una mayor estabilidad a la estructura tridimensional de estas enzimas. Las cisteinas presentan
un nivel de conservacién muy elevado entre los homodlogos seleccionados para el
alineamiento, a diferencia de los residuos localizados en sus inmediaciones, lo que sugiere que
estas cisteinas tienen un papel relevante para la funcién de las PHB despolimerasas. Dicho
papel estaria relacionado con una mayor estabilidad estructural, imprescindible para muchas
enzimas hidroliticas que son secretadas al medio extracelular, donde las condiciones
fisicoquimicas son considerablemente mas rigurosas e inestables que en muchas localizaciones
intracelulares.

En el extremo C-terminal de estas PHB despolimerasas podemos encontrar lo que se conoce
como dominio de unién a sustrato o SBD (del inglés substrate binding domain). Se ha
demostrado que este tipo de dominio es capaz de adherirse a la superficie del sustrato
polimérico (Behrends et al. 1996, Briese y Jendrossek 1998), ya sea en forma de granulo
desnaturalizado vertido al medio por la lisis de bacterias acumuladoras, o en formas generadas
artificialmente como puede ser una pelicula de PHB. La naturaleza de esta unién aun no se ha
dilucidado completamente, pero se cree que no solo se produce una serie de interacciones
hidrofdbicas entre el sustrato y el SBD, sino que también debe haber un reconocimiento
especifico de los enlaces éster y los grupos radicales en la superficie del polimero, mediado
especificamente por determinados aminoacidos (Yamashita et al. 2001). La comparacion de los

SBD de un elevado numero de PHB despolimerasas extracelulares permite clasificar estos
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dominios en dos grupos de homologia. En nuestro caso, los SBD de PhaZs., y PhaZs, se incluyen
en el mismo grupo, siendo ambos considerados SBD de tipo 1. Una de las caracteristicas que
permiten diferenciar ambos tipos de SBD es la presencia de dos cisteinas en los de tipo 1

frente a un Unico residuo en los de tipo 2.

2. Deteccidn de nuevas actividades PHB despolimerasa en cepas de Streptomyces

Con el objetivo de demostrar que S. ascomycinicus es una cepa productora de PHB
despolimerasas extracelulares, y buscar ademads nuevas actividades PHA despolimerasa en
otras cepas de Streptomyces, se cultivaron esporas frescas de S. ascomycinicus, asi como de S.
albus, S. coelicolor, S. lavendulae y S. lividans en placas de medio minimo salino suplementadas
con una capa fina de agar con una suspension de PHB o emulsién de PHO como unica fuente
disponible de carbono. Estos ensayos se llevaron a cabo en un medio minimo salino para evitar
la represion catabdlica producida por la elevada concentracién de nutrientes de facil
asimilacidon presentes en los medios ricos empleados para el crecimiento de Streptomyces,
como YEME o GYM (Kasuya et al. 1997, Sadocco et al. 1997, Romen et al. 2004). En estos
experimentos también se sembraron esporas de S. exfoliatus, cepa descrita anteriormente
como degradadora de PHB al igual que de PHO (Klingbeil et al. 1996), por lo que sirvié de
control positivo.

Tal como se aprecia en la figura 17, se demostrd la produccion de PHB despolimerasa
extracelular por parte de S. ascomycinicus, y adicionalmente se hallé una actividad PHB
despolimerasa no descrita anteriormente en S. albus J1074. Recientemente se ha publicado el
genoma completo de esta cepa, lo que ha permitido identificar una secuencia codificante de
una PHB despolimerasa extracelular putativa, con codigo de acceso YP_007747625.1 en NCBI
(Zaburannyi et al. 2014), cuya actividad podria corresponder a la observada en estos

experimentos.

3. Clonacidn y expresion heterdéloga de PhaZs., y PhaZs,

Conociendo las secuencias de nucledtidos de los genes phaZs., y fkbU, que codifican las PHB
despolimerasas PhaZs., y PhaZs, se amplificaron estos genes mediante PCR, utilizando como
molde el DNA cromosémico extraido de S. exfoliatus y S. ascomycinicus, para llevar a cabo su
clonacion y expresion en E. coli BL21(DE3). Una vez construidos los plasmidos de expresion

pEPET1, pEPET2 y pHPET, se procedidé a la induccién de los genes clonados, con el fin de
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posibilitar su sobreexpresién. Como se muestra en la figura 19, no hay diferencias relevantes
en cuanto a proteinas presentes en el caldo de fermentacién o los extractos intracelulares
solubles de los clones analizados con respecto al control negativo pET28. De hecho, hay muy
pocas proteinas presentes en el caldo extracelular, ya que a pesar de precipitar 100 uL de
caldo se detectan pocas bandas mediante la tincidon con azul de Coomassie. Sin embargo, al
analizar los desechos celulares insolubles comparandolos con el control pET28, observamos
claras muestras de sobreexpresion de una proteina de masa molecular ligeramente superior a
los 45 kDa, lo que concuerda con el tamafio esperado para PhaZs., y PhaZs,. Esta banda es
sensiblemente mas abundante en los clones pEPET1 y pEPET2, que expresan PhaZs., con y sin
la secuencia de su péptido sefial de secrecién, respectivamente, mientras que en pHPET, que
expresa PhaZ, se puede apreciar una banda aproximadamente del mismo tamafio, pero de
forma menos patente.

En primer lugar, la deteccion de estas bandas proteicas Unicamente en el desecho celular
insoluble revela que, aunque la expresion de los genes clonados se estd produciendo, el
plegamiento de las enzimas producidas debe ser inadecuado, dado que no hay evidencia de la
produccién de enzima soluble, sino que se forman cuerpos de inclusién, es decir, agregados
insolubles de proteina con un plegamiento erréneo. En segundo lugar, parece evidente que
PhaZs,, se esta sintetizando en mayor cantidad que PhaZs,, lo que concuerda con el analisis del
uso de codones de sus respectivos genes codificantes, en el que PhaZs, presenta un 7% de
codones raros, potencialmente problematicos para su expresidon en E. coli, frente al 5% de
PhaZs,,.

En cualquier caso, el fracaso de la expresion heteréloga de PhaZs., y PhaZs, en E. coli era
previsible, conociendo el elevado contenido de G+C de los genes de actinomicetos en general,
asi como el bajo indice de adaptacién de codones mostrado por los genes phaZs., y fkbU en
particular.

No obstante, al analizar la actividad PHB despolimerasa en placa de las distintas fracciones
obtenidas de estos clones de E. coli, Unicamente encontramos cierto nivel de actividad en el
caldo extracelular de pHPET (Figura 20), lo que indica que se estd produciendo una minima
cantidad de PhaZs, con un plegamiento correcto, y que ademds estd siendo secretada
correctamente por la maquinaria enzimatica de E. coli. Esta actividad solo se pudo detectar
tras una prolongada incubacion de la placa a 37°C, durante mas de 24 horas, lo que indica que
la cantidad de enzima en el caldo es muy baja, coincidiendo con la ausencia de bandas de

proteina en los geles de electroforesis para el caldo extracelular de pHPET.
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A la vista de estos resultados, se optd por un cambiar el microorganismo hospedador,
buscando un sistema de expresién mds adecuado para proteinas de bacterias Gram positivas, y
mas concretamente de actinomicetos.

El hospedador elegido para este propdsito fue Rhodococcus sp. T104 (Hernandez et al. 1997),
otra especie de actinomiceto al igual que Streptomyces, pero de la familia Nocardiaceae. Esta
cepa ya se habia empleado anteriormente con éxito en nuestro laboratorio para expresar
proteinas de otros organismos Gram positivos como Streptomyces lavendulae o Actinoplanes
utahensis (Hormigo 2009). En este trabajo, el vector de expresién empleado es el plasmido
bifuncional pNV19 (Chiba et al. 2007), disefiado para replicar en E. coli, asi como en cepas
Gram positivas como Nocardia, Mycobacterium o Rhodococcus. Los genes phaZs., y fkbU
fueron clonados en el vector pNV19, bajo el control del promotor ermE*, fuerte y constitutivo,
procedente del vector de expresion pEM4 (Bibb et al. 1985, Quirds et al. 1998), y asi se
obtuvieron las construcciones pEPNV1, que contiene el gen phaZs, con la secuencia
codificante del péptido sefial, pEPNV2, con el gen phaZs., sin péptido sefial, y pHPNV, que
contiene la secuencia integra del gen fkbU.

Estas construcciones fueron transferidas a células electrocompetentes de Rhodococcus sp.
T104. Tras cultivar los clones de Rhodococcus sp. T104 con los plasmidos pEPNV1, pEPNV2,
pHPNV y pNV19, se analizaron las distintas fracciones producidas mediante SDS-PAGE (Figura
23). No se aprecian diferencias relevantes en los extractos celulares (tanto solubles como
insolubles) entre los distintos clones y el control negativo pNV19. En cambio, observamos la
aparicion de una clara banda de proteina en los caldos de fermentacidn de pEPNV1 y pHPNV,
con el tamafio adecuado para tratarse de las PHB despolimerasas PhaZs,., y PhaZs, maduras. Al
comparar estos resultados con el ensayo de actividad de las fracciones (Figura 22), verificamos
qgue hay un elevado nivel de actividad PHB despolimerasa en el caldo extracelular de pEPNV1y
pHPNV, a diferencia del control negativo y del clon pEPNV2, que contenia el gen phaZs., sin la
secuencia codificante de su péptido sefial de secrecion. Los extractos celulares tampoco
presentaron actividad PHB despolimerasa en ningun caso.

Estos resultados evidencian el éxito de la expresién de estos dos genes en Rhodococcus sp.
T104 y la idoneidad de este sistema para la expresion extracelular de enzimas procedentes de
bacterias Gram positivas, pero ademds demuestra que esta cepa es capaz de reconocer
adecuadamente elementos heterdlogos de regulacidon de la expresidon génica, como son el
promotor ermE*, procedente de Saccharopolyspora erythraea, la secuencia consenso de unidn
al ribosoma de Streptomyces, y los péptidos sefial de secrecidn de ambas despolimerasas. Esto
permite que toda la enzima producida sea secretada al medio extracelular, facilitando

notablemente su subsiguiente purificacion. Adicionalmente, la expresion extracelular de
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PhaZs, confirma la existencia de un péptido sefial en su secuencia. En este sentido, el fracaso
de expresién de pEPNV2 pone de manifiesto la necesidad de uno de estos péptidos para la
secrecién de la enzima clonada, como se ilustra en la figura 24. La longitud de los péptidos
sefial de PhaZs, y PhaZs, se verific6 mediante secuenciacién de los extremos N-terminal de
ambas enzimas maduras a partir del caldo de fermentacién, obteniendo las secuencias de la
tabla 4, y confirmando asi los puntos de corte exactos pronosticados por el servidor SignalP
4.1, asi como la longitud de los péptidos sefial de PhaZs, (26 aminoacidos) y PhaZs, (58
aminoacidos).

Como ya se ha explicado en la seccién de resultados, la gran longitud del péptido seial de
PhaZs, y la localizacién de un posible sitio alternativo de inicio de la traduccidn proteica en el
gen fkbU, mediante un coddén GTG, llevaron a la construccidon de una version acortada del
plasmido pHPNV (denominada pHPNV*GTG), con el fin de descartar que dicho gen se esté
expresando a partir de ese coddn alternativo, lo que implicaria que el péptido sefial de PhaZg,
contaria con 26 aminoacidos, y no los 58 deducidos por la secuencia del gen. Esta nueva
construccion no produjo ninguna proteina extracelular de tamafio cercano al de PhaZg,, ni se
detectd ninguna actividad PHB despolimerasa en el caldo o las fracciones subcelulares. Este
resultado negativo corrobora que Rhodococcus estd reconociendo y expresando el péptido
sefial de 58 aminodcidos predicho inicialmente, lo cual no permite descartar que la cepa nativa
S. ascomycinicus utilice el punto de inicio alternativo de la traduccion.

Con respecto al péptido sefial de PhaZs, también conviene resefar que observando su
secuencia encontramos que presenta cierta similitud con los péptidos sefial de la ruta de
secrecién Tat, con un motivo de doble arginina y una longitud mucho mayor que los que
emplean la ruta Sec (Berks 1996) (Chater et al. 2010), de hecho, al someter la secuencia
completa de PhaZs, al servidor PRED-TAT (Bagos et al. 2010), especifico para discriminar
péptidos sefial Tat y Sec, el resultado apunta a un péptido sefal Tat con un nivel de confianza
maximo, mientras que someter la secuencia con tan solo los 26 aminoacidos anteriores al
punto de corte resulta en la prediccion de un péptido Sec con el mismo nivel de confianza.
Determinar a ciencia cierta qué tipo de ruta de secrecidn sigue PhaZs, para su translocacién al
medio extracelular requeriria de experimentacion adicional con la cepa nativa, lo que escapa a

los objetivos propuestos en este trabajo.

4. Purificacidn de las PHB despolimerasas PhaZs., y PhaZs,

Los intentos de purificar las PHB despolimerasas mediante cromatografia de intercambio

anidnico, ya sea con soportes activados con DEAE en discontinuo o activados con grupos
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amonio cuaternario en continuo, solo permitieron alcanzar la purificacion de una pequefia
cantidad de la despolimerasa PhaZs, producida en el caldo de cultivo de Rhodococcus sp. T104
pHPNV. Este resultado coincide con lo descrito en la bibliografia, donde se describe que la
mayoria de e-PHA despolimerasas no son retenidas eficazmente en intercambiadores
anionicos (Jendrossek y Handrick 2002). En cambio, estas enzimas presentan una elevada
afinidad por los materiales hidrofébicos, caracteristica atribuible al hecho de que su sustrato
sea un polimero hidrofébico, lo que les permite adsorberse con facilidad al PHA mediante su
SBD, y llevar a cabo su actividad mediante la erosion superficial del polimero. Este hecho ha
permitido el establecimiento de protocolos directos y sencillos para la purificacién de PhaZs, vy
PhaZs, mediante cromatografia de interaccién hidrofébica, obteniendo un nivel muy elevado
de pureza en tan solo dos etapas, y una produccion de mas de 6 mg de proteina pura por litro
de caldo de fermentacidon en ambos casos sin necesidad de emplear motivos de afinidad
artificiales como colas de histidina o dominios GST o MBP para posibilitar su purificacion. Al
combinar dos soportes de interaccidn hidrofdbica con distinta selectividad a la hora de retener
proteinas, se obtiene un nivel de resolucion muy superior al que se puede lograr con una
estrategia de un solo paso. Cabe destacar que la mencionada sencillez en la purificacion de
estas enzimas es posible gracias al éxito de su expresién extracelular, debido a la escasa

presencia de proteinas en el caldo extracelular de Rhodococcus sp. T104.

5. Caracterizacion bioquimica y funcional de PhaZs., y PhaZs,

La obtencién de ambas PHB despolimerasas con un gran nivel de pureza nos permitio llevar a
cabo una completa caracterizacion de sus propiedades bioquimicas y funcionales. Se
confirmaron las masas moleculares teéricas de PhaZs, y PhaZs, mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF, y para descartar una posible forma activa multimérica se realizaron
estudios de ultracentrifugacion analitica de ambas enzimas, asi como cromatografia de
filtracidn en gel acoplada a espectrometria de masas de PhaZs,,, para identificar la forma activa
de estas PHB despolimerasas. Todos los resultados apuntaron a que el mondémero es la forma
cataliticamente activa, a pesar de la aparicién de estados multiméricos de agregacion
minoritarios, observados mediante MALDI-TOF, y que probablemente se puedan atribuir a una
agregacion reversible debida a las interacciones hidrofdbicas entre los dominios de unién a
sustrato de estas enzimas.

Respecto a la actividad de PhaZs, y PhaZg, varios ensayos de actividad fueron adaptados o
desarrollados para estas enzimas. La actividad mas alta exhibida por PhaZs,, se registré a una

temperatura de 40°C y en un intervalo de pH entre 7,5 y 9. Esta temperatura dptima coincide

170



Discusion de los resultados

exactamente con la publicada anteriormente, mientras que el intervalo 6ptimo de pH es
ligeramente mas amplio que el descrito anteriormente (Klingbeil et al. 1996). Por su parte,
PhaZs, mostré su maxima actividad entre 40 y 45°C, y a valores de pH de 5,5 a 6,5. Las
temperaturas éptimas para la actividad enzimatica de PhaZs,, y PhaZs, son bastante frecuentes
entre las e-PHB despolimerasas de microorganismos del suelo (Asano y Watanabe 2001, Shah
et al. 2008). Sin embargo, muchas de las PHB despolimerasas extracelulares de Streptomyces u
otros géneros de bacterias Gram positivas, caracterizadas hasta la fecha pertenecen a cepas
termdfilas o termotolerantes (Colak et al. 2005, Calabia y Tokiwa 2006, Takaku et al. 2006,
Allen et al. 2011, Ma et al. 2011), por lo que se pueden encontrar actividades maximas hasta
los 80°C. No obstante, la caracteristica diferenciadora y poco comun de PhaZs, radica en
presentar su maxima actividad en un intervalo de valores de pH acido, con un éptimo en torno
a 6. Mientras que este tipo de valores éptimos es muy frecuente entre las e-PHB
despolimerasas producidas por hongos (Brucato y Wong 1991, Han et al. 1998, Zhou et al.
2009, Shivakumar et al. 2011), es muy raro entre especies bacterianas, de hecho solo se han
podido encontrar dos ejemplos de e-PHB despolimerasas bacterianas con pH dptimo acido,
ambas producidas por la bacteria Gram negativa Ralstonia pickettii y con éptimos de 5,5y 6
(Kurusu et al. 1994, Shiraki et al. 1995).

En los ensayos de estabilidad de las PHB despolimerasas frente a distintos valores de pH,
PhaZs, se mostré muy estable a valores entre 4,5 a 9, mientras que la actividad de PhaZs, se
mostré afectada en el intervalo de pH acido, perdiendo casi la mitad de su actividad tras su
exposicion a pH 4 durante 45 minutos. Este dato refuerza la idoneidad de PhaZs, para actuar a
pH ligeramente acido, ya que no sélo exhibe maxima actividad sino que también es muy
estable. En consecuencia, la expresion de esta despolimerasa otorgaria cierta ventaja
adaptativa a las comunidades bacterianas de S. ascomycinicus, cuando se encuentren
creciendo en suelos pobres y acidos.

En lo que respecta a la estabilidad térmica, ambas enzimas mostraron un comportamiento
muy similar, manteniendo su estabilidad integra hasta los 50°C, y decayendo a partir de ese
punto, siendo especialmente acusada la caida sufrida por PhaZs,. Este brusco descenso
también se observa en los estudios de inactivacion térmica de PhaZs, a 50 y 55°C, apreciandose
una marcada diferencia entre los perfiles de inactivacién a estas dos temperaturas (Figura 40).
Adicionalmente, el analisis de la desnaturalizacién térmica mediante dicroismo circular, en un
intervalo amplio de temperaturas, también corrobora los resultados de estabilidad,
determindndose unas temperaturas medias de desnaturalizacion (T,) muy parecidas, de
55,8°C para PhaZs., y 58,4°C para PhaZ, (Figura 35). Estas temperaturas en las que se aprecia

pérdida de estabilidad estructural coinciden muy aproximadamente con los valores a los que
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se aprecia pérdida irreversible de actividad en ambas enzimas, y establecen un maximo de
temperatura por debajo de la cual estas enzimas se pueden utilizar en cualquier tipo de
aplicacion biotecnoldgica sin perjuicio de su integridad funcional.

El andlisis de los productos de reaccion de PhaZs,, y PhaZs, mediante HPLC-MS ha permitido
identificar claramente mondmeros y dimeros de (R)-3-hidroxibutirato como los productos
finales de degradacién del PHB, lo cual demuestra que ambas despolimerasas poseen actividad
exo-hidrolasa, atacando mayoritariamente al primer y segundo enlace éster desde un extremo
de la cadena de PHB. Sin embargo, el hecho de no haber detectado oligdmeros de mayor
entidad que el dimero no descarta la posibilidad de una actividad endo-hidrolasa, de hecho, las
despolimerasas tanto bacterianas como fungicas analizadas en este sentido han exhibido
ambos tipos de actividad (Scherer et al. 2000, Gebauer y Jendrossek 2006). Para esclarecer
este mecanismo de hidrélisis seria necesario realizar andlisis de los productos a tiempos mas
cortos de reaccion, o bien ensayos de actividad con distintos oligdmeros ciclicos.

La actividad de PhaZs,., y PhaZs, en presencia de distintas sales con cationes mono y divalentes
ha revelado otra de las diferencias mds notables en cuanto a la actividad de ambas
despolimerasas: PhaZs, muestra una acusada dependencia de su actividad con la presencia de
metales divalentes tales como calcio, magnesio o manganeso, triplicando su actividad con
concentraciones bajas (<5 mM) de estos metales; mientras que PhaZs, solo experimenta un
moderado aumento de actividad en esas condiciones, y Unicamente con calcio y magnesio,
siendo el manganeso perjudicial para su actividad a cualquier concentracion (Figura 42). Esta
dependencia con la presencia de metales como el calcio se ha observado en muchas PHB
despolimerasas (Jendrossek 2001a, Papaneophytou et al. 2009)]. Complementariamente se
analizo la actividad en presencia del agente quelante EDTA, observando, como era de esperar,
un efecto inhibitorio mas acusado sobre la actividad de PhaZs, (Figura 43). No obstante, el
EDTA no llega a producir una inhibicion total de la actividad de PhaZs,, que conserva cerca del
18% de su actividad incluso a concentraciones elevadas de este reactivo. Considerando estos
resultados podemos concluir que PhaZs, experimenta un fendmeno de activacién no esencial
mediada por cationes divalentes. Por su parte, los cationes monovalentes no ejercieron un
efecto claro sobre la actividad de PhaZs., y PhaZs, a concentraciones bajas, sin embargo, el
aumento de la fuerza idnica obtenido mediante concentraciones crecientes de NaCl inhibe
gradualmente la actividad de ambas PHB despolimerasas hasta su completa inactivacidn en
torno a 3 M (Figura 41). Esta inhibicidn provocada por el aumento de la fuerza idnica se debe a
la mayor dificultad para establecer uniones electrostaticas entre enzima y sustrato cuando hay
una elevada concentracién de iones en el medio, especialmente cuando ciertos aminodcidos

cataliticamente importantes de la enzima estdn cargados o presentan una carga neta
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significativa (Dale y White 1983), como es el caso de los aminoacidos de la triada catalitica de
las PHB despolimerasas.

La actividad PHB despolimerasa de PhaZs,., y PhaZs, fue evaluada en presencia de una amplia
bateria de disolventes organicos miscibles en agua. Estos disolventes son frecuentemente
empleados en aplicaciones biotecnolégicas de enzimas para incrementar la solubilidad de
ciertos sustratos o realizar la extraccion de productos, por lo que es interesante conocer la
tolerancia de las enzimas a la presencia de los distintos disolventes. También se analizé la
actividad de ambas PHB despolimerasas en presencia de diversos reactivos empleados en
distintas areas de la bioquimica. Uno de los efectos mas notables hallados en este analisis fue
el ejercido por la metil-B-ciclodextrina (MBCD) sobre la actividad de ambas enzimas, en las que
produce un incremento cercano al 50%. Este fenédmeno de activacion se detecté mediante el
ensayo turbidimétrico de actividad y también mediante el ensayo de la B-hidroxibutirato
deshidrogenasa, descartando de esta forma posibles artefactos espectroscdpicos debidos a
interacciones entre MBCD y PHB. Este efecto sobre las PHA despolimerasas nunca habia sido
descrito anteriormente, y su naturaleza no estd bien definida, sin embargo las ciclodextrinas
son oligosacaridos complejos, conocidos por su gran facilidad para crear complejos de
inclusion con moléculas tanto polares como no polares, incluyendo polimeros hidrofilicos
como el polietilenglicol y también hidrofébicos como el PHB (Shuai et al. 2002). Cuando las
ciclodextrinas establecen complejos con un polimero lineal, sus cadenas adoptan
conformaciones extendidas y segregadas de las cadenas vecinas, mientras que las
ciclodextrinas se alinean en una conformacién de tipo canal (Martinez y Gdmez 2007). De esta
forma, la MBCD podria disgregar las cadenas de PHB, facilitando el acceso de las
despolimerasas para iniciar su degradacion, y aumentando también la superficie de adsorcion
entre el polimero sélido y la enzima soluble. Otra posible explicacién para el efecto positivo de
la MBCD es la formacién de complejos con los productos de la hidrdlisis, como (R)-3-
hidroxibutirato y sus oligémeros, que podrian incrementar su solubilidad y desplazar el
equilibrio de la reacciéon hacia los productos.

Adicionalmente, también se han descrito varios efectos de las ciclodextrinas ejercidos
directamente sobre lipasas, proteasas y otras enzimas, como la eliminacién de inhibiciones por
sustrato o producto, estabilizacién de su estructura mediante puentes de hidrégeno,
incremento de su actividad catalitica y enantioselectividad en medios no acuosos (Kolossvary y
Banky-El6d 1996, Ghanem 2003, Hasegawa et al. 2003, Bonnet et al. 2010), o proteccion
frente a liofilizacién (Ooe et al. 1999). Esta ultima propiedad lioprotectora ha sido comprobada

experimentalmente con PhaZs, (Tabla 13), aunque los estudios de inactivacién térmica en
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presencia de MBCD no han revelado ningin efecto estabilizador frente a las altas
temperaturas.

En resumen, no podemos descartar que el efecto potenciador de las ciclodextrinas sobre la
actividad de las PHB despolimerasas sea una combinacién de diversos efectos independientes
ejercidos sobre el polimero asi como sobre la enzima.

El polietilenglicol 3350 también produce un inédito efecto activador sobre las PHB
despolimerasas ensayadas, aumentando su actividad entre un 10 y un 20%. Nuevamente el
origen de esta activacion es desconocido, y puede estar relacionado con la interaccién del PEG
con los productos de reaccién, ya que es conocida la capacidad del PEG para promover la
aparicién de distintas fases acuosas con distinto contenido de PEG en soluciones en presencia
de ciertas sales. Los productos de la hidrdlisis del PHB pueden presentar distinta solubilidad en
cada una de dichas fases, desplazando nuevamente el equilibrio de la reaccion y estimulando
la degradacién del polimero (Willauer et al. 2002).

Por otra parte se observd un potente efecto inhibitorio de los tres detergentes ensayados,
tanto anidnicos como no idnicos, sobre ambas PHB despolimerasas, incluso a concentraciones
tan bajas como 0,1%. Este drdstico efecto inhibitorio ya se ha observado en multitud de PHB
despolimerasas (Shirakura et al. 1986, Shiraki et al. 1995, Sznajder y Jendrossek 2011), y puede
ser atribuido a que los detergentes dificulten considerablemente la adsorciéon de las PHB
despolimerasas al sustrato polimérico, bloqueando las interacciones hidrofébicas que se
deben establecer entre el dominio de unidn a sustrato y el PHB. Tampoco se puede descartar
gue existan regiones hidrofdbicas en las inmediaciones del centro activo que puedan ser
desplegadas por la presencia de detergentes, desestructurando el centro activo e impidiendo
una adecuada catdlisis.

Se realizd un estudio cinético de la degradacion de PHB por las PHB despolimerasas PhaZs,, y
PhaZs,, con el fin de estimar los pardametros que rigen su actividad y poder comparar sus
caracteristicas cinéticas entre ellas asi como con otras despolimerasas descritas en la
bibliografia. Con respecto al calculo de los pardmetros cinéticos de las PHB despolimerasas, se
han ajustado los datos obtenidos a una cinética clasica de tipo Michaelis-Menten, a pesar de
que la reaccidn desarrollada por las PHB despolimerasas es un claro ejemplo de catdlisis
heterogénea, en la que el sustrato y el catalizador se encuentran en distintas fases: el
catalizador, en este caso la enzima, es un soluto, mientras que el sustrato es un sélido
insoluble. Por lo tanto, la reaccion se llevard a cabo con una primera fase de adsorcion y otra
posterior de hidrdlisis, pudiendo ser la primera fase la limitante, determinando la velocidad
maxima de reaccion. Considerando estas particularidades, se han desarrollado modelos

cinéticos que pueden reflejar mas fielmente el comportamiento cinético de estas enzimas en
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funcién de la concentracidon de sustrato, de enzima, y de otras caracteristicas del sustrato,
como la superficie ofrecida para la adsorcidon de las despolimerasas (Mukai et al. 1993b,
Timmins et al. 1997). Sin embargo, a la vista del buen ajuste obtenido al aplicar las cinéticas
michaelianas, se opté por este tratamiento por su mayor sencillez y facilidad de comparacién
con otros pardmetros cinéticos publicados.

Teniendo este hecho en cuenta, hay que afadir que la naturaleza polimérica del sustrato de
estas reacciones resulta problematica a la hora de expresar las concentraciones de sustrato en
términos de molaridad, ya que el PHB no es una molécula con una masa molecular definida,
sino que presenta un intervalo de tamafios moleculares. En este trabajo, abordamos este
problema utilizando el peso molecular promedio en masa (My,) del PHB, estimado por el
fabricante (437.000 g/mol), para calcular los moles de polimero empleados en los ensayos de
actividad con los que se realizé el estudio cinético. Usando esta aproximacion se calcularon los
parametros cinéticos de PhaZs,., y PhaZs, recogidos en la tabla 15. También conviene indicar
que, dado que el PHB se utiliza en forma de particulas insolubles en suspension, estos
parametros, especialmente Ky, son dependientes de las propiedades del PHB empleado, como
su masa molecular promedio, composicion monomérica y el tamafio de particula, que afectara
directamente a la superficie ofrecida para el ataque enzimatico.

Es dificil comparar estos datos con los de otras PHB despolimerasas que se pueden encontrar
en la literatura, dado que se han empleado métodos y condiciones de ensayo diferentes, sin
embargo se pueden comparar los pardmetros cinéticos de PhaZs., y PhaZs, entre si. En este
sentido, PhaZs, muestra un valor de Ky del doble que PhaZs,,, y por lo tanto menor afinidad
por el sustrato, mientras que su velocidad maxima (V.,) es 3,5 veces mayor que la de PhaZ,,.
Esto se traduce en una mayor eficacia catalitica (estimada mediante Vn../Kv) de PhaZg,
concretamente 1,75 veces superior que la de PhaZs,. En términos generales, cuando se
comparan los valores de Ky, publicados para otras PHB despolimerasas, se pueden encontrar
enzimas con mayor afinidad (menor Ky) por el PHB que PhaZs, y PhaZs,, como las de
Leptothrix sp. HS (Takeda et al. 1998), Thermus thermophilus HB8 (Papaneophytou et al. 2009)
o el hongo Paecilomyces lilacinus (Oda et al. 1997), con una K, inferior a la de PhaZs,, pero casi
idéntica a la PhaZs,. Sin embargo comparando la Ky, de PhaZs, con las de otras PHB
despolimerasas con un pH 6ptimo acido (casi la totalidad de ellas de origen flngico) solo
encontramos valores muy superiores, que van desde 0,69 a 14 mg/mL (Brucato y Wong 1991,
Miyazaki et al. 2000, Liu et al. 2006, Zhou et al. 2009). Este resultado respalda a PhaZs, como
un biocatalizador muy til para la degradacién de PHB en condiciones ligeramente acidas.

Los ensayos de actividad realizados con ésteres cromogénicos de pNP pusieron de manifiesto

la mayor facilidad de PhaZs., y PhaZs, para hidrolizar derivados de pNP de cadena alifatica
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corta. Ambas enzima mostraron mayor actividad esterasa con el derivado mas simple, el pNP-
acetato, que con el que en principio podria parecerse mas estructuralmente a su sustrato
natural, el pNP-butirato, y la actividad continda decayendo con sustratos de cadenas alifaticas
mas largas. Este fendmeno puede deberse al propio disefio del centro activo de las PHB
despolimerasas, que no esta preparado para acomodar polimeros con cadenas laterales mads
voluminosas que un grupo metilo, que es el que se encuentra naturalmente en el PHB, y por lo
tanto tendra mas dificultad para hidrolizar derivados de pNP cuanto mayor sea su cadena
alifatica, debido a impedimentos estéricos. El reducido tamafio del pNP-acetato le permite
difundir con facilidad hasta el centro activo de estas enzimas, donde es rapidamente
hidrolizado.

Cabe destacar que los derivados de pNP son sustratos relativamente solubles en medio
acuoso, al contrario que los PHAs que son polimeros insolubles, debido a esto, al emplear
estos sustratos cromogénicos estamos analizando en mayor medida las caracteristicas de los
dominios cataliticos de estas PHB despolimerasas, ya que el dominio de unién a sustrato no
desempefia en este caso un papel importante (no hay necesidad de adsorberse a la superficie
de un polimero insoluble). En consecuencia, de los resultados anteriores podemos deducir que
buena parte de la especificidad de sustrato de estas enzimas radica en el disefio de su dominio
catalitico, mas especificamente de su centro activo, aunque se ha demostrado que el dominio
de unidn a sustrato también juega un papel importante en el reconocimiento especifico y
posterior adsorcion al polimero a degradar (Kasuya et al. 1999, Hiraishi et al. 2010).

Estos estudios de especificidad de sustrato se complementaron mediante experimentos de
degradacion de peliculas de polimeros preparadas mediante disolucién en cloroformo, con las
PHB despolimerasas purificadas. En el caso de PhaZs., se emplearon peliculas de PHB y sus
copolimeros con 5 o 12% de (R)-3-hidroxivalerato, mientras que con PhaZs, se probd
adicionalmente una mezcla de PHB con almidén de maiz, en proporcion 7:3.

Ambas enzimas degradan rapidamente el homopolimero de PHB, y encuentran dificultad para
degradar el copolimero con mayor contenido en (R)-3-hidroxivalerato. Los experimentos con
PhaZs, fueron optimizados respecto a los de PhaZs,,, empleando un volumen mayor de tampodn
para sumergir adecuadamente las peliculas, mayor cantidad de enzima para visualizar un
progreso mayor en la degradacidn, y se incorporé MBCD al medio de reaccién para estimular
la despolimerizacion enzimdtica de las enzimas. Estas mejoras permitieron degradar
completamente todas las peliculas excepto la de alto contenido en 3-hidroxivalerato en las
primeras 30 horas (Figura 48). El andlisis de la cantidad de (R)-3-hidroxibutirato producido con
cada una de las peliculas muestra como la pelicula de PHB-almiddn comienza a degradarse a

un ritmo muy elevado, mas rapidamente incluso que la de homopolimero de PHB, esto se
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puede confirmar con la casi completa pérdida de integridad que experimenta esta pelicula en
las primeras 10 horas. Asimismo, las peliculas de PHB y PHBV 5% se desintegran a un ritmo
muy similar, y atendiendo a las concentraciones liberadas de (R)-3-hidroxibutirato, el
copolimero PHBV 5% se degrada incluso ligeramente mds deprisa que el de PHB. La pelicula de
PHBV 12% mostrd mayor resistencia a la degradacidn, y algo menos de la mitad de la pelicula
mantuvo su integridad después de finalizado el experimento.

Estos ensayos con peliculas son una buena manera de comparar la habilidad de estas enzimas
para degradar los distintos copolimeros, ya que no se puede realizar una comparacion fiable
mediante ensayos turbidimétricos debido a las caracteristicas fisicas del PHBV 12%, menos
cristalino que el PHB y el PHBV 5%, e imposible de preparar en una suspension estable. Hay
gue tener en cuenta, sin embargo, que una pelicula de polimero no es la forma normal en la
gue se presenta el sustrato de estas enzimas en el medio natural, sino que el vertido de PHAs
producido por la lisis de bacterias acumuladoras se producira en forma de granulos de tamano
nanomeétrico, que ofrecen una superficie de adsorcién mucho mayor a la ofrecida por una
pelicula. Aun asi, estos ensayos nos dan una idea muy aproximada de la aplicabilidad de estas
enzimas para degradacion de desechos sélidos fabricados con esta clase de polimeros, como
parte de un proceso de revalorizacién que podria utilizarse para obtener productos de alto
valor afadido como el (R)-3-hidroxibutirato y sus oligdmeros.

Otro importante factor a tener en cuenta para el empleo a nivel industrial de estas enzimas es
la composicidn de los polimeros que se deseen degradar, ya que los PHAs comercializados
suelen presentar formulaciones en las que se incluyen distintas concentraciones de una
enorme variedad de aditivos plastificadores, algunos sintéticos y otros biodegradables, que
pueden modificar considerablemente las propiedades fisicoquimicas del producto final asi
como alterar su biodegradabilidad (Savenkova et al. 2000, Yoshie et al. 2002, Choi y Park
2004), por lo que seria necesario un estudio pormenorizado de los efectos de estas moléculas
de bajo peso molecular sobre la actividad PHB despolimerasa, para determinar la idoneidad de
estas enzimas en funcién de la composicidon quimica del polimero.

Por otra parte hay que destacar el buen resultado obtenido con la incorporacién de almidén
en combinacidon con PHB. Se ha demostrado anteriormente que las mezclas de PHB con
almidén modifican las propiedades fisicas y mecdnicas del polimero, a menudo afectando
negativamente, pero manteniéndolas en un intervalo Util, mientras que su biodegradabilidad
en cultivos bacterianos mixtos se incrementa notablemente (Ramsay et al. 1993, Godbole et
al. 2003). A estas consideraciones hay que afadir las grandes ventajas del almiddn, que es un
producto barato, renovable y disponible durante todo el afio (Tokiwa et al. 2009), por lo que

su uso en combinacién con PHAs reduciria considerablemente el elevado coste de estos
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plasticos a la vez que facilita su biodegradacién. Este conjunto de ventajas convierte a las
mezcla de PHB y almidén en materiales muy adecuados para productos de vida corta, incluso

para uso alimentario, gracias a su ausencia de toxicidad y total biocompatibilidad.

6. Caracterizacion estructural de PhaZs., y PhaZs,

Como ya se ha comentado, estas PHB despolimerasas poseen una estructura modular, con un
gran dominio catalitico N-terminal de un tamafio aproximado de 34 kDa, una regién
espaciadora homoéloga con los dominios fibronectina tipo Ill, de aproximadamente 7 kDa, y un
dominio de unién a sustrato C-terminal con cerca de 6 kDa.

Los dominios cataliticos son los mejor caracterizados, ya que presentan homologia con una
gran cantidad de carboxilesterasas cuya estructura tridimensional se ha podido resolver
mediante cristalografia de rayos X. La naturaleza de los aminoacidos de PhaZs., y PhaZg,
esenciales para la catalisis fue inferida por homologia y se ha podido confirmar mediante los
experimentos de modificacién quimica de aminoacidos, que revelan la participaciéon de una
serina, un residuo acido y una histidina, residuos tipicos de una triada catalitica. Sin embargo
existe una notable diferencia en la sensibilidad hacia algunos de estos reactivos especificos,
concretamente DEPC (modificador de histidinas), que manifiesta casi el doble de efecto
inhibidor sobre PhaZs,., que sobre PhaZs, a 5 mM; y mas acusadamente PMSF (modificador de
serinas cataliticas), que produce una inhibicidn casi total de PhaZs, mientras que solo reduce
un 25% de la actividad de PhaZs., a 0,5 mM. En cualquier caso, la existencia de un motivo de
caja lipasa albergando la serina catalitica putativa es un apoyo adicional para la identificacion
de este residuo concreto como esencial para la catalisis.

PhaZs, ha sido descrita y caracterizada por primera vez en este trabajo, por lo que se decidié
profundizar en la identificacién de su triada catalitica mediante experimentos de mutagénesis

dirigida de los aminoacidos postulados. Este andlisis permitié establecer de forma totalmente

131 2091 1..269

fiable la identidad de los residuos Ser—~"-Asp como la triada catalitica de PhaZg,
(Figuras 53 y 56).

Con respecto a las estructuras secundarias de PhaZs, y PhaZs, los estudios de dicroismo
circular han proporcionado una valiosa informacidn acerca de los porcentajes de las diferentes
estructuras secundarias posibles. Atendiendo a los datos generados mediante deconvolucion
de los espectros de DC, ambas enzimas presentan un plegamiento mixto a/p (Tabla 7), que
concuerda con un plegamiento o/p hidrolasa, tipico de muchas familias de hidrolasas, en

especial de serina hidrolasas. En el caso de PhaZs, la estructura secundaria seria
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mayoritariamente o-helicoidal, mientras que en PhaZs, predominarian las ldminas B. En
cambio, los datos arrojados por los tres servidores informaticos de prediccién apuntan a un
predominio de laminas B también en PhaZs, (Tabla 8), y en general asignan menores
contenidos de todos los tipos de estructura secundaria en comparacidon con el método
experimental. También mediante analisis de dicroismo circular se determinaron las
temperaturas medias de fusion (T,) de las PHB despolimerasas. Destaca el hecho de que
PhaZs., presente un proceso de desnaturalizacion en dos fases (Figura 35), lo que podria
indicar que los distintos dominios de la enzima se desnaturalizan a temperaturas diferentes,
dando lugar a este perfil de desnaturalizacidon doble, aunque esta hipdtesis no parece muy
probable porque en el caso de PhaZs, que cuenta con dominios separador y de unidn a
sustrato del mismo tipo que PhaZs,,, se registrd una desnaturalizacidn en una Unica fase.
PhaZs., y PhaZs, presentan un elevado nimero de cisteinas en su secuencia de aminodacidos, 10
y 8 cisteinas, respectivamente, lo cual hace bastante probable el hecho de que existan puentes
disulfuro intracatenarios estabilizando el plegamiento tridimensional de las PHB
despolimerasas. Para determinar el numero de cisteinas que se hallan en estado libre, es decir,
no enlazadas formando un puente disulfuro, se desarrollé un protocolo que emplea el reactivo
de Ellman o DTNB para valorar los grupos sulfhidrilo libres por comparacién con una recta
patrén construida con concentraciones crecientes de cisteina. Los resultados de este ensayo
sugieren la existencia de 2 cisteinas libres en ambas enzimas, lo que se traduce en 4 puentes
disulfuro en PhaZs,., y 3 en PhaZs,. La existencia de estos enlaces intracatenarios concuerda con
la inhibicion producida por agentes reductores como el DTT y el 2-mercaptoetanol, aunque
esta inhibicion es mucho mas acusada en el caso de PhaZs.,, confirmando las observaciones
previamente publicadas (Klingbeil et al. 1996).

Cuando examinamos en detalle el modelo del plegamiento de PhaZs,, generado por el servidor
Phyre2 (Figura 50), observamos cdmo 8 de las cisteinas se encuentran emparejadas, a una
estrecha distancia que permitiria el establecimiento de los cuatro enlaces disulfuro predichos,
gue estabilizarian la conformacion del centro activo. En cambio, las dos cisteinas localizadas en
el dominio catalitico estdn muy separadas en todos los modelos generados. En el caso de
PhaZs, ninguno de los modelos generados ha situado las cisteinas en distancias compatibles
con un puente disulfuro, lo cual no coincide con los resultados experimentales obtenidos, y
probablemente indique defectos en el plegamiento predicho por los servidores en regiones no
cataliticas de PhaZs,,.

Los intentos de cristalizar PhaZs,, y PhaZ, realizados en colaboracion con el laboratorio de
cristalografia de proteinas del Dr. Papageorgiou en Turku (Finlandia), con el fin de resolver su

estructura tridimensional a nivel atémico, han sido infructuosos. Es probable que el disefo

179



Discusion de los resultados

modular de estas enzimas, que incluye un péptido espaciador entre el dominio catalitico y el
de unidn a sustrato, otorgue a estas PHB despolimerasas una gran flexibilidad en su estructura
y conformacion espacial, gracias a la cual pueden llevar a cabo la hidrélisis del PHB mientras
estan adsorbidas al polimero mediante su SBD. Esta gran flexibilidad puede ser la principal
responsable de la dificultad para cristalizar estas enzimas, ya que las proteinas muy flexibles a
menudo no forman cristales ordenados y homogéneos, necesarios para la determinacion de su
estructura tridimensional por difraccién de rayos X, con resolucion a nivel atémico.

En consecuencia, las dos Unicas PHB despolimerasas cuyas estructuras se han conseguido
resolver con éxito hasta la fecha son la del hongo Penicillium funiculosum (Hisano et al. 2006) y
una de las siete descubiertas en la bacteria Gram negativa Paucimonas lemoignei,
concretamente PhaZ7 (Papageorgiou et al. 2008). Ambas enzimas comparten una peculiaridad
no muy extendida entre las PHB despolimerasas, y es que no presentan un dominio de unién a
sustrato definido y diferenciado del dominio catalitico, por lo que no se tiene certeza del tipo
de estructura tridimensional que adoptan estos dominios. Otra caracteristica comun de las dos
PHB despolimerasas cristalizadas hasta ahora es que presentan 8 y 10 cisteinas en su
secuencia, respectivamente, y todas estan emparejadas formando puentes disulfuro. Este
hecho respalda de nuevo la existencia de al menos 4 y 3 enlaces disulfuro en PhaZs,., y PhaZs,
respectivamente. Respecto a las dos cisteinas del SBD de estas enzimas, la valoracion de
sulfhidrilos libres indica que se encuentran aisladas, aunque no se puede descartar
completamente la formacién de un puente intracatenario adicional que estabilizase este
dominio. Por otra parte, la suave inhibicion observada por parte del pHMB sobre PhaZ,,
apunta a que efectivamente existen cisteinas libres en PhaZs., y estas podrian desempenar
alguna interaccién con el sustrato, sin embargo podemos descartar que estén involucradas
directamente en la catalisis.

En términos generales, los modelos tridimensionales elaborados mediante servidores
informaticos muestran un plegamiento de tipo o/B-hidrolasa y con un disefio modular en el
que se distingue, en primer lugar, un gran dominio catalitico N-terminal, formado por una serie
de seis ldminas B empaquetadas paralelamente junto con dos antiparalelas, formando un
plano girado que interactia por ambos lados con varias a-hélices; y en segundo lugar un
dominio de unién a sustrato C-terminal con un motivo espaciador fibronectina tipo Ill, que
dota a estas enzimas de la flexibilidad necesaria para hidrolizar el polimero al que se adsorben.
El modelo generado con el servidor Phyre2 para PhaZs,., estd basado principalmente en la
homologia con la PHB despolimerasa de P. funiculosum, lo que otorga gran fiabilidad a la
estructura representada por este modelo. En cambio, el mejor molde homdlogo detectado por

el servidor para el modelado de PhaZs, es la dipeptidil aminopeptidasa IV de la bacteria Gram
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negativa Stenotrophomonas maltophilia (Nakajima et al. 2008). Al no tratarse de una PHB
despolimerasa, la fiabilidad de este modelo es menor que la de PhaZs.,, sin embargo, al
haberse basado en una serina hidrolasa encontramos que en este modelo los aminodcidos de
la triada catalitica estan perfectamente alineados para establecer un relé de carga y llevar a
cabo el ataque nucleofilico.

Como ya se ha comentado, en los modelos seleccionados de las estructuras de PhaZs,, y PhaZs,
(Figuras 50, 51, 53 y 54), los aminoacidos que habian sido propuestos como integrantes de la
triada catalitica por alineamiento de secuencias, se encuentran correctamente posicionados y
agrupados. Adicionalmente, las histidinas candidatas a desempefiar la funcién de cavidad del
oxianion (His,s; en PhaZs,, e Hiss;s en PhaZs,) también presentan una ubicacién adecuada para
dicha funcién, situdndose muy préximas a la triada catalitica. Este hecho respalda de nuevo la
arquitectura predicha por los servidores para el centro activo de ambas PHB despolimerasas,
asi como el papel de estas histidinas o los enlaces peptidicos adyacentes a la hora de
estabilizar el intermediario tetraédrico de la reaccion.

Ya se ha indicado que las dos PHB despolimerasas cristalizadas hasta ahora carecen de un SBD
definido, este hecho, unido a la falta de proteinas de estructura conocida y que presenten
homologia con dichos dominios hace que el plegamiento que presentan estas regiones de las
PHB despolimerasas sea totalmente desconocido. La Unica aproximacién realizada es el
modelado ab initio de estas regiones por separado, que nos puede suministrar una idea
aproximada del plegamiento de estos dominios. Los modelos de los SBD de PhaZs,., y PhaZs,
fueron generados por el servidor QUARK (Figuras 52 y 55), y en general muestran un elevado
contenido en laminas P antiparalelas (al contrario que las ubicadas en el dominio catalitico)
con las que estas enzimas podrian establecer interacciones con la superficie del PHB
posibilitando la adsorcion y posterior degradacién del polimero (Hiraishi et al. 2010). Cabe
destacar que los modelos tridimensionales predichos se ajustan correctamente a los datos
obtenidos mediante dicroismo circular, que sefialan la presencia de laminas f
mayoritariamente paralelas, con un bajo contenido de ldminas antiparalelas, que estarian

ubicadas en el dominio espaciador fibronectina tipo Ill y en el SBD.

7. Aplicaciones biotecnolégicas de PhaZs,, y PhaZs,

7.1 Inmovilizacion de PhaZs,., en CLEAs

La preparacion de agregados entrecruzados de enzima (CLEAs) es una estrategia de

inmovilizacién relativamente reciente (Sheldon et al. 2005, Sheldon 2007), en la que no se
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emplea ningun soporte fisico para retener la enzima, al contrario que ocurre con los métodos
convencionales. La unidn de la enzima a soportes fisicos reduce considerablemente la
actividad especifica y volumétrica del biocatalizador en comparaciéon con las particulas de
enzima reticulada, que ademas presentan una serie de claras ventajas, como una elevada
actividad enzimdtica por gramo de biocatalizador, elevada estabilidad fisica y un coste de
produccién reducido debido a que no es necesario un soporte adicional (Mengfan et al. 2010).

La preparacion de CLEAs es un método muy sencillo, que consiste en la precipitacion de la
enzima mediante la adicidn de una sal o disolvente orgdnico, seguida del entrecruzamiento de
los agregados resultantes con un reactivo bifuncional como el glutaraldehido, que es capaz de
reaccionar con los grupos €-amino de las lisinas para obtener un biocatalizador insoluble.

En ocasiones, esta reaccidn de entrecruzamiento puede afectar a residuos importantes para la
catalisis, resultando en un descenso significativo de la actividad recuperada, en esos casos se
debe escoger un agente entrecruzante alternativo. Otras veces, el entrecruzamiento puede no
ser muy efectivo con enzimas de bajo contenido de grupos &-amino, como es el caso de
PhaZs,.,, que solo cuenta con 11 lisinas, generando agregados con baja estabilidad mecanica o
liberando moléculas de enzima al medio de reaccién. Estos problemas se pueden resolver
llevando a cabo el entrecruzamiento de la enzima en presencia de determinados aditivos con
gran numero de grupos amino, como polimeros poliidnicos (Wilson et al. 2009) o albumina de
suero bovino (BSA) (Shah et al. 2006, Cabana et al. 2007, Dong et al. 2010, Majumder y Gupta
2010).

De los diferentes CLEAs que se han preparado con PhaZs, variando las concentraciones de
glutaraldehido y BSA, el mejor rendimiento en cuanto a actividad retenida, aproximadamente
un 18%, se obtuvo con una concentracidn de glutaraldehido de 12,5 mM, una proporcién en
masa 100:1 de BSA:PhaZs. y un tiempo de entrecruzamiento de 120 minutos, logrando una
actividad especifica de 255 U/g de derivado para la hidrdlisis de PHB. Aunque la adicion de BSA
apenas incrementa la actividad retenida, este aditivo inerte facilita notablemente la
manipulacion tras el proceso de entrecruzamiento, dado que la cantidad disponible de enzima
no era muy elevada. Actividades retenidas moderadas como en este caso, se han descrito para
otros CLEAs, debido a que las enzimas pueden ser inactivadas en gran medida o también
agregadas de tal forma que sus centros activos sean inaccesibles para el sustrato (Aytar y Bakir
2008, Montoro-Garcia et al. 2010).

Este derivado optimizado fue caracterizado en profundidad y su actividad relativa en distintas
condiciones se comparé con la de la enzima soluble. De esta forma encontramos un valor
6ptimo de pH ligeramente acido, en torno a 6, a diferencia de PhaZs,, soluble, que presentaba

un intervalo éptimo entre 8 y 9. Hay numerosos ejemplos en la literatura de valores éptimos
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de pH diferentes entre una enzima soluble y su derivado inmovilizado, lo que suele atribuirse a
alteraciones en el pH del microentorno en el que se encuentra la enzima inmovilizada
(Hormigo et al. 2010). Dentro de la estructura del CLEA, PhaZs,, estd rodeada por moléculas de
BSA, que podrian desplazar el pH en las zonas circundantes hacia valores mas basicos. La
estabilidad frente a distintos valores de pH de los PhaZs.,-CLEAs fue similar a la de la enzima
soluble, buena en un intervalo entre 5y 10, y tan solo ligeramente superior a pH 5.

En cuanto al perfil de temperatura, se encuentra un valor éptimo a 60°C, y mantiene cerca de
un 90% a 70°C. Esta temperatura éptima es 20°C superior a la de la enzima soluble, lo que
demuestra una clara estabilizacion térmica como consecuencia del proceso de entrecruzado,
que incrementa la rigidez de la enzima y ralentiza la desnaturalizacién a temperaturas
elevadas. Este efecto también queda patente en el analisis de la estabilidad tras incubacion de
los PhaZ,.,-CLEAs a distintas temperaturas durante 45 minutos, donde mostraron una buena
estabilidad hasta los 60°C (10°C mas que PhaZs,) y mantuvieron mas de la mitad de su
actividad tras la incubacidn a 70°C, temperatura que desactiva totalmente a la enzima soluble
en las mismas condiciones.

La enzima inmovilizada en los PhaZs,,~-CLEAs exhibié una actividad superior a la forma soluble
en presencia de varios disolventes organicos al 10% (v/v), principalmente acetonitrilo,
etilenglicol, trietilenglicol, metanol, dimetilsulféxido y dimetilformamida. Este tipo de
proteccion frente al poder desnaturalizante de ciertos disolventes organicos se ha descrito
también en CLEAs de subtilisina (Sangeetha y Abraham 2008). El descenso abrupto de
actividad sufrido por la enzima soluble en presencia de disolventes organicos miscibles en agua
se atribuye a la retirada de moléculas de agua esenciales de la superficie de la enzima, lo que
conduce a su desnaturalizacién. El entrecruzamiento incrementa la rigidez conformacional de
la enzima, reduciendo el despliegue estructural inducido por los disolventes. Asimismo, las
moléculas BSA y el entramado que generan en torno a las enzimas también proporcionan un
microambiente mas estable y protegido del acceso de los disolventes.

En resumen, a la vista de los resultados obtenidos, la inmovilizacion de PhaZs., recombinante
en forma de CLEAs ha demostrado ser un procedimiento muy efectivo y que sdlo requiere
condiciones suaves, generando particulas de biocatalizador altamente dispersas e insolubles.
Este método de inmovilizacién es atractivo debido a su simplicidad, y la adicion de BSA como
aditivo inerte ha demostrado facilitar considerablemente la manipulacién del derivado. La
buena actividad de los PhaZs.,~-CLEAs en condiciones suaves, su robustez frente a temperaturas
elevadas y varios disolventes orgdnicos, asi como la posibilidad de ser reciclados al menos 20

ciclos sin perder su actividad, permitirian su explotacion industrial en biorreactores disefiados
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para la degradacion de PHB y la obtencién de mondmeros y dimeros quirales de (R)-3-

hidroxibutirato.

7.2 Inmovilizacion de PhaZg, en particulas magnéticas silanizadas

Para la inmovilizacién de PhaZs, se decidio explorar una técnica muy diferente a la de los CLEAs
generados con PhaZg,. En este caso se intentd inmovilizar la PHB despolimerasa sobre la
superficie de particulas de magnetita comerciales con un tamafio promedio de 50 nm, que
previamente habian sido sometidas a un proceso de silanizacién con APTMS. Mediante este
proceso se consigue que los grupos hidroxilo presentes en la superficie de la particula de
magnetita reaccionen con los grupos metoxilo del APTMS en presencia de una pequeiia
cantidad de agua, liberando metanol y dotando a estas superficies de grupos funcionales
aminopropilo, que se pueden emplear para unir una amplia variedad de moléculas bioldgicas a
la superficie de las particulas mediante distintos agentes conjugantes (Bruce y Sen 2005,
Hermanson 2008).

Inicialmente se intentd la conjugacion mediante glutaraldehido de dichos grupos amino de las
particulas con grupos amino pertenecientes a los residuos de lisina superficiales de PhaZs, en
un solo paso, pero se comprobd que el glutaraldehido produce una inactivacidn casi total de la
enzima en las condiciones ensayadas, por lo que se probd un protocolo en dos pasos para
minimizar la exposicion directa de la enzima al glutaraldehido. En un primer paso se activaron
las particulas magnéticas con este agente conjugante. Tras lavar convenientemente las
particulas activadas para retirar los restos de glutaraldehido libre, se pusieron en contacto con
la enzima, permitiendo que reaccionasen durante tiempos entre 5 y 25 minutos antes de
neutralizar los grupos aldehido sobrantes mediante la adicion de BSA. De esta forma, se
generd una serie de derivados enzimdticos con actividades netas similares, moderadas en
general, y actividades retenidas que alcanzaron un valor maximo del 9%, aproximadamente
(Tabla 19). La actividad enzimdtica de los sobrenadantes obtenidos tras la inmovilizacion
disminuye gradualmente a medida que aumenta el tiempo de exposicidon (Figura 63), y sin
embargo no se produce un incremento significativo en la actividad neta de los derivados. Este
hecho revela de nuevo el efecto inactivador del glutaradehido, y sugiere una unién
multipuntual de la enzima al soporte, que llevaria a una pérdida gradual de la estructura activa
de la enzima.

Para evitar el uso de glutaraldehido, también se ensayé la conjugacién de PhaZs, a las
particulas de magnetita mediante una carbodiimida hidrosoluble (EDC), este agente
conjugante puede establecer uniones covalentes entre los grupos amino de las particulas

activadas y los grupos carboxilo de acidos asparticos o glutamicos expuestos en la superficie de
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PhaZs,. Esta inmovilizacién dirigida a los grupos carboxilo podia plantear una ventaja en el caso
particular de PhaZs, ya que el nimero de lisinas en esta despolimerasa es muy bajo, tan solo 7
lisinas en sus 461 aminoacidos, mientras que el nimero de aminodcidos con grupos carboxilo
asciende a 38. Este hecho podia facilitar el establecimiento de puentes covalentes, pero
nuevamente existia el riesgo de unidon multipuntual que podria desactivar la enzima.

La conjugacién con EDC también se llevd a cabo en dos fases: la primera dirigida a activar los
grupos carboxilo de la enzima mediante exposicién directa al EDC durante tiempos de 5 6 30
minutos, y la segunda fase consistente en la conjugacién de la enzima con el soporte tras su
puesta en contacto con las particulas magnéticas silanizadas. Los derivados preparados de esta
forma presentan una actividad neta bastante parecida en todas las condiciones ensayadas, en
torno a 6 Ul por gramo de particulas, mas elevada que en el caso del glutaraldehido, aunque
las actividades retenidas son inferiores. En este caso se llevd a cabo un control en idénticas
condiciones pero sin EDC, y sorprendentemente presenta una actividad muy similar a las de los
derivados generados con EDC, lo que indica que buena parte de la enzima inmovilizada esta
retenida por interacciones no covalentes de tipo electrostatico o hidrofébico.

En los derivados preparados tanto con glutaraldehido como con EDC se realizd un lavado con
un tampdn de alta fuerza idnica conteniendo NaCl 1M, para desorber la fraccién de enzima
inmovilizada por interacciones electrostaticas, y a continuacidon se midid su actividad PHB
despolimerasa nuevamente. En ambos tipos de derivados se pierde cierta actividad neta, pero
es en el caso de los derivados obtenidos con EDC donde este descenso es mds notable,
llegando a perder un 75% de la actividad original en algunas condiciones, e igualando la
pérdida sufrida por el control sin EDC.

A la vista de los inconvenientes encontrados y el escaso éxito obtenido con el uso de agentes
conjugantes se decidié explorar la inmovilizacidon no covalente de PhaZs, sobre las particulas
magnéticas silanizadas mediante adsorcién no covalente, Unicamente producida por
interacciones electrostaticas, hidrofébicas y fuerzas de van der Waals. Se establecié que el pH
mas adecuado para esta interaccion es ligeramente acido, y que con tiempos cortos, en torno
a 30 minutos, se logra un buen nivel de adsorcidn. Adicionalmente se optimizd la cantidad de
enzima aplicada en estas particulas alcanzando una actividad retenida maxima del 11%, y
derivados con actividad PHB despolimerasa de casi 8 Ul por gramo.

La actividad de todos los derivados obtenidos con particulas magnéticas ha sido determinada
mediante el ensayo indirecto de la B-hidroxibutirato deshidrogenasa. Este ensayo valora
especificamente la concentracion de (R)-3-hidroxibutirato, uno de los productos de reaccion
de la PHB despolimerasa, a diferencia de otros ensayos que miden efectos secundarios de la

degradacion del PHB, como es el descenso de la turbidez de una suspension, en el caso del
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ensayo turbidimétrico, o la liberacién de pNP, en el caso de los ensayos cromogénicos con
ésteres de pNP. Ademas, los ensayos con ésteres de pNP valoran la actividad esterasa de la
enzima y no proporcionan informacién sobre el estado y funcionamiento del dominio de unién
a sustrato. Una desventaja del ensayo de actividad de la B-hidroxibutirato deshidrogenasa, sin
embargo, es que valora exclusivamente la cantidad de mondmero (R)-3-hidroxibutirato, y no la
liberacion de otros productos como dimeros y demas oligdmeros, que como ya se ha
demostrado, forman parte de los productos de reaccidon de PhaZs, (Figura 45), por lo que la
actividad hidrolitica global estaria subestimada en este sentido.

Todos los resultados de los experimentos de inmovilizacion de PhaZs, sobre particulas
magnéticas son preliminares, y deberan ser optimizados para conducir a la preparacién de un
biocatalizador inmovilizado con mayor actividad retenida y mayor carga enzimatica, que
posteriormente tendrd que ser caracterizado en cuanto a estabilidad, efectos del pH, la
temperatura y otros factores fisicoquimicos, asi como sus productos de reaccién. Muchos
aspectos del proceso de inmovilizacion presentan un amplio margen de optimizacién,
comenzando desde las propias particulas magnéticas, que pueden ser sintetizadas
guimicamente para minimizar su tamafio, maximizando asi la superficie ofrecida para la
inmovilizacién. Asimismo se pueden emplear diferentes agentes de silanizacién para potenciar
la adsorciéon hidrofdbica o electrostatica, u otros agentes conjugantes para obtener una unién
covalente de la enzima a las particulas.

Por todo lo anteriormente expuesto, este tipo de inmovilizaciéon en particulas magnéticas se
presenta como un método de inmovilizacion muy prometedor para su aplicacién con PHA
despolimerasas. Por otra parte, la union de la enzima al soporte mediante adsorcion fisica no
covalente proporciona gran rapidez y sencillez al proceso, y ademds permitiria una facil
recarga enzimatica del soporte cuando la actividad especifica del derivado comience a decaer.
Ademas, las nanoparticulas magnéticas resultan muy adecuadas para inmovilizar PHA
despolimerasas, ya que la naturaleza polimérica del sustrato de estas enzimas dificulta en gran
medida su difusién a través de soportes porosos de inmovilizacidn, por lo que la mejor manera
de maximizar la superficie de unién de enzima es emplear soporte de tamafio nanométrico,
como en este caso. Las particulas magnéticas empleadas presentan un tamafio medio de 50
nm, ofreciendo una superficie muy superior a la de los PhaZs,-CLEAs, por ejemplo, cuyo
tamano oscila entre 50 y 300 um, siendo mds de mil veces superior.

Adicionalmente, el comportamiento magnético de estas nanoparticulas permite la separacion
magnética de los derivados tras el desarrollo de una reaccién, evitando la necesidad de
procesos de separacion costosos y complejos, como la centrifugacion o ultrafiltracién; y a la

vez posibilita la agitacidn de los derivados mediante campos magnéticos, prescindiendo de
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métodos mecanicos de agitacidon, que pueden tener efectos negativos para la estabilidad de

los derivados, extendiendo asi su vida util.

7.3 Reacciones de sintesis organica catalizadas por Phaz,,,

Ademads de investigar en profundidad la degradacidon de PHB y sus copolimeros mediante las
PHB despolimerasas estudiadas, también se exploré la capacidad de PhaZs,, para llevar a cabo
reacciones de polimerizacién, esterificaciéon y acilacién en medios no acuosos. Este tipo de
catdlisis representa precisamente la reaccién inversa a su actividad natural de hidrdlisis, por lo
que se emplea un medio de reaccidon anhidro en el que la hidrdlisis no pueda llevarse a cabo.
En consecuencia, las enzimas empleadas en este tipo de experimentos deben ser
convenientemente deshidratadas para minimizar la presencia de agua. En este caso, PhaZs,, se
sometid a un proceso de liofilizacion, tras el cual solo se conserva una capa esencial de
moléculas de agua que solvatan las regiones polares en la superficie de la enzima (Kula 2002).
El empleo de enzimas, particularmente lipasas y otras esterasas, en procesos de sintesis
organica en medios no acuosos esta muy extendido, debido a varias ventajas que aportan las
enzimas frente a otros tipos de catalizadores, como su gran estéreo y regioselectividad, y la
posibilidad de prescindir de catalizadores organometdlicos caros y muy todxicos, resultando en
procesos mas respetuosos con el medio ambiente (Albertsson y Srivastava 2008).

PhaZs, fue empleada para ensayar varias reacciones de polimerizacidn por apertura de anillo
de varias lactonas (B-butirolactona, y-butirolactona y e-caprolactona), polimerizacién por
condensacién de mondémeros lineales (3-hidroxibutirato y 3-hidroxibutirato de etilo),
acilacion/polimerizacién de [-butirolactona y transesterificacion entre PHB y alcoholes.
Excepto este Ultimo tipo de reaccidn, todas se llevaron a cabo sin disolvente o en tolueno.
PhaZs., demostré su capacidad para polimerizar B-butirolactona sin disolvente en 24 horas,
consiguiendo una conversion del 59% y dando lugar a cadenas de PHB con una masa molecular
promedio en numero (M,) de aproximadamente 3,8 kDa y una baja dispersidad, lo que
equivale a cadenas de aproximadamente 40 mondmeros con poca variacidon en su tamafio.
Este resultado, aunque modesto, es muy prometedor, ya que otras muchas enzimas han sido
empleadas para llevar a cabo esta reaccién, como lipasas porcinas (Nobes et al. 1996,
Matsumura et al. 1998), otras lipasas procedentes de bacterias del género Pseudomonas
(Dong et al. 1998, Dong et al. 1999), de levaduras como Candida antarctica (Santos et al.
2012), e incluso otras PHB despolimerasas como la de Alcaligenes faecalis (Suzuki et al. 2001),
Pseudomonas stutzeri (Suzuki et al. 2000) o las PHO despolimerasas de Pseudomonas
fluorescens (Santos et al. 2012) y Streptomyces venezuelae SO1 (Santos et al. 2013). Esta

variedad de enzimas se ha empleado en diversas condiciones, y solo se ha conseguido un
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grado de polimerizacidn ligeramente mayor con lipasas comerciales porcinas o de
Pseudomonas, en este Ultimo caso usando tiempos de reaccidn 20 veces mayores que los
ensayados en este trabajo (Dong et al. 1998, Matsumura et al. 1998, Dong et al. 1999).

Otra de las reacciones que se ha conseguido catalizar con PhaZs,., es la polimerizacion de 3-
hidroxibutirato mediante condensacién lineal, sin embargo, se obtuvo un polimero de muy
bajo peso molecular, en torno a 600 Da. Es posible que las moléculas de agua liberadas en
cada reaccidn de condensacién catalizada sean perjudiciales para este proceso, ya que
posibilitan la hidrélisis de los enlaces éster que se establecen, dificultando el crecimiento de
una cadena de PHB con un tamafo mayor.

Asimismo, se demostré que PhaZs, es capaz de catalizar la acilacién y polimerizacién
simultaneas de B-butirolactona con glicerol y trimetilolpropano, obteniendo oligémeros con un
M, de 800 Da y uniones multiples a los portadores de grupos hidroxilos.

En todos los casos, se llevd a cabo una bateria de pruebas preliminar en unas condiciones
determinadas sin posterior optimizacién del rendimiento, por lo que estos procesos
catalizados por PhaZs., presentan un gran margen de mejora, con la seleccién de disolventes
apropiados en cada caso, optimizacion del tiempo de reaccion, temperatura o incluso de la
preparacion previa de la enzima, para dar lugar a cadenas poliméricas mas largas, en las que se
podria incorporar otro tipo de mondémeros o grupos funcionales que modificasen las
propiedades finales del producto de una forma controlada. También seria interesante
investigar la polimerizacién de otros monémeros, especialmente la B-propiolactona, con la que
se han obtenido muy buenos resultados empleando lipasas (Matsumura et al. 1996) e incluso
PHB despolimerasas (Suzuki et al. 2003) para la produccion de poli(3-hidroxipropionato). Para
el desarrollo de futuras aplicaciones industriales de esta enzima también serd necesario
estudiar la enantioselectividad de PhaZs, en las reacciones de sintesis organica a partir de
mezclas racémicas de mondmero, para evaluar una posible preferencia de PhaZ,., por uno u

otro estereocisdmero, dando lugar a polimeros enriquecidos en uno de ellos
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Streptomyces ascomycinicus sp. nov. DSMZ 40822 y Streptomyces albus 11074 se han
confirmado por primera vez como cepas productoras de PHB despolimerasas

extracelulares.

Las PHB despolimerasas de Streptomyces exfoliatus (PhaZs,) y de Streptomyces
ascomycinicus (PhaZs,) han sido clonadas y sobreexpresadas con éxito en el hospedador
heterdlogo Rhodococcus sp. T104 en forma activa, soluble y extracelular. Se ha demostrado
experimentalmente que ambas enzimas presentan un péptido sefial de secrecidon en su
region N-terminal, de 26 aminoacidos en el caso de PhaZs, y 58 en el de PhaZs,. Las masas
moleculares de PhaZs,, y PhaZs, son 47,9 y 48,0 kDa, respectivamente, y su forma activa es
un mondmero. Ambas despolimerasas constan de un dominio catalitico (tipo 2 en PhaZs, y
tipo 1 en PhaZs,), un dominio espaciador fibronectina tipo Ill y un dominio de unidn a

sustrato (SBD) tipo 1 en ambos casos.

PhaZs., y PhaZs, han sido purificadas a homogeneidad electroforética mediante dos pasos
consecutivos de cromatografia de interaccién hidrofdbica. PhaZs,., pura muestra su maxima
actividad a 40°C y valores de pH entre 8 y 9, permaneciendo estable tras su incubacién a
valores de pH entre 6 y 11 y temperaturas hasta los 50°C, y presentando una temperatura
de desnaturalizacién aparentemente doble a 55,8 y 70°C. Por su parte, PhaZs, alcanza su
actividad maxima a 45°C y valores de pH entre 5,5 y 6,5, permaneciendo estable tras su
incubacién a valores de pH entre 4,5y 9, y temperaturas hasta los 50°C. Presenta una Unica
temperatura de desnaturalizacidn a 58,4°C. Se trata de la primera PHB despolimerasa de

una bacteria Gram positiva que presenta un pH éptimo acido.

Concentraciones de cationes magnesio y calcio en torno a 2 mM producen un incremento
de la actividad de PhaZs, de cerca del 30%. En cambio, todos los cationes divalentes
ensayados (magnesio, calcio y manganeso) hasta 5 mM, triplican la actividad de PhaZs,
debido a un fendmeno de activacién no esencial. Sin embargo, el incremento de la fuerza
idnica del medio produce un descenso gradual de actividad PHB despolimerasa de PhaZs,, y

PhaZs,, llegando a inactivarlas por completo a concentraciones en torno a 3M.

La metil-B-ciclodextrina (MBCD) produce un incremento de casi un 50% en la actividad de
ambas PHB despolimerasas a concentraciones hasta 10 mM. El polietilenglicol 3.350
también produce un incremento, aunque mas moderado, en la actividad de ambas enzimas

a concentraciones hasta 5 mM. Ademas, la MBCD 1,5 mM vy el glicerol al 10% (v/v) ejercen
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un efecto protector frente a la liofilizacién de PhaZs,,, preservando su actividad en mayor
medida que en ausencia de aditivos. Por contra, El agente reductor DTT, al igual que la
presencia de detergentes, tanto anidnicos como no idnicos, inhiben fuertemente la

actividad de ambas PHB despolimerasas.

Los parametros cinéticos aparentes para la degradaciéon de PHB de PhaZs, son una Ky, de
125 pg/mLy V. de 2.780 U/mg, determinados mediante el ensayo turbidimétrico. Por su
parte, PhaZs, presenta una Ky, de 269 ug/mL y una V., de 9.797 U/mg. La eficacia catalitica
de PhaZs, es 1,7 veces superior a la de PhaZ,. Los productos mayoritarios de la reaccién de
ambas enzimas a tiempo final son mondmeros y dimeros de (R)-3-hidroxibutirato,
demostrando actividad exo-hidrolasa, aunque no se descarta la existencia complementaria
de actividad endo-hidrolasa. Adicionalmente, PhaZs,., y PhaZs, presentan actividad esterasa
frente a pNP-alcanoatos. Esta actividad esterasa es inversamente proporcional a la longitud

de la cadena alifatica del sustrato.

Ambas PHB despolimerasas son capaces de degradar peliculas de PHB y PHBV (5% de
hidroxivalerato) preparadas mediante disolucién en cloroformo y posterior evaporacion.
Concretamente una solucién con 1,5 pg/mL de PhaZs, puede solubilizar totalmente
peliculas de 100 mg de PHB, PHBV 5% y PHB-almiddén (proporcién 7:3) a 37°Cy pH 6 en

menos de 30 horas.

PhaZs, y PhaZs, presentan una estructura secundaria mixta o/f, y un plegamiento
tridimensional tipo a/p hidrolasa en el domino catalitico. El plegamiento de los SBD no se
ha logrado determinar experimentalmente, pero su modelado ab initio predice un
contenido mayoritario de laminas 3 en su estructura secundaria. PhaZs,, presenta al menos

154 165 224 230
-Cys™y

4 enlaces disulfuro intracatenarios en su estructura (Cys>*-Cys®, Cys"*-Cys'®, Cys

239 282
)

Cys~’-Cys™®’) mientras que PhaZ, tiene al menos 3, aunque su identidad concreta no esta

tan bien establecida como en caso de PhaZs,,.

PhaZs., y PhaZs, llevan a cabo la hidrdlisis del PHB mediante una triada catalitica, cuya
identidad en PhaZs., es Ser**-Asp™'-His'®, segun se infiere por homologia, y en el caso de
PhaZs, es Ser*-Asp’®-His*®°, seglin se ha demostrado mediante mutagénesis dirigida de

aminoacidos.
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PhaZs., ha sido inmovilizada con éxito en forma de agregados entrecruzados de enzima
(PhaZs,-CLEAs) con una proporcion BSA:PhaZs, de 100:1, cuya actividad PHB
despolimerasa maxima, medida mediante el ensayo turbidimétrico, es de 255 U/g de
derivado con una actividad retenida del 18,4%. La actividad maxima de este derivado se
alcanza a pH 7 y temperaturas entre 55 y 60°C, mostrando ademads una clara estabilizacion
frente a temperatura con respecto a la enzima soluble, y una mayor tolerancia a ciertos
disolventes organicos como metanol o acetonitrilo. Este derivado es reutilizable durante al

menos 20 ciclos sin pérdida significativa de actividad.

Se ha explorado de forma preliminar la inmovilizacion de PhaZs, en la superficie de
nanoparticulas magnéticas silanizadas, mediante uniones covalentes asi como por
adsorcion fisica. La mayor actividad se alcanza mediante adsorcidn no covalente, superando
las 10 Ul/g de derivado. Mediante este método se ha alcanzado una actividad retenida

maxima cercana al 11%.

Se ha evaluado la capacidad de PhaZs,., liofilizada para catalizar reacciones de sintesis
organica en medios no acuosos. PhaZs, es capaz de polimerizar B-butirolactona por
apertura de anillo (ROP), con una conversidon del 59%, generando PHB con tamafo
molecular de 3,8 kDa, y también oligomeriza 3-hidroxibutirato por condensacién lineal con
un 22% de conversién para dar oligdmeros de 600 Da de tamafio. Asimismo es capaz de
polimerizar B-butirolactona y realizar simultdneamente la acilacion de glicerol o

trimetilolpropano (TMP).
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Streptomyces ascomycinicus sp. nov. DSMZ 40822 and Streptomyces albus 11074 have been

confirmed, for the first time, as extracellular PHB depolymerase producer strains.

PHB depolymerases from Streptomyces exfoliatus (PhaZs.,) and Streptomyces ascomycinicus
(PhaZs,) have been cloned and successfully overexpressed in the heterologous host
Rhodococcus sp. T104 in an active, soluble and extracellular form. It has been
experimentally demonstrated that both enzymes present a secretory signal peptide at the
N-terminal region, with a length of 26 aminoacids in PhaZs., and 58 in the case of PhaZs,.
Molecular masses of PhaZs., and PhaZs, are 47.9 and 48.0 kDa, respectively, and its active
form is a monomer. Both depolymerases are comprised by a catalytic domain (type 2 in
PhaZs., and type 1 in PhaZs,), a fibronectin type Il linker domain and a substrate binding

domain (SBD) type 1 in both cases.

PhaZs., and PhaZs, have been purified to electrophoretic homogeneity, by two consecutive
hydrophobic interaction chromatography steps. Purified PhaZs.,, shows maximum activity at
40°C, and pH values between 8 and 9, remaining stable after its incubation at pH values
from 6 to 11, and temperatures up to 50°C, and presents two apparent melting
temperatures, at 55.8 and 70.0°C. On the other hand, PhaZs, reaches its maximum activity
at 45°C and pH values between 5.5 and 6.5, remaining stable after its incubation at pH
values from 4.5 to 9, and temperatures up to 50°C. It shows a single melting temperature at
58.4°C. This is the first report of a PHB depolymerase from a Gram positive bacterium with

an acidic optimum pH.

Concentrations of magnesium and calcium cations, around 2 mM, produce a 30% increase
of PhaZs,, activity. On the other hand, all divalent cations assayed (magnesium, calcium and
manganese) up to 5 mM, triple PhaZs, activity, owing to a non-essential activation
phenomenon. However, increasing ionic strength of the medium causes a gradual decrease
of the PHB depolymerase activity of PhaZs, and PhaZ, leading to a complete inactivation

at concentrations around 3 M of NaCl.

Methyl-B-cyclodextrin (MBCD) increases about 50% the activity of both depolymerases, at
concentrations up to 10 mM. Polyethylene glycol 3350 also produces a rise of the activity at
concentrations up to 5 mM, though it is more moderate. Additionally, MBCD 1.5 mM and
glycerol 10% (v/v) exert a protective effect against lyophilization of PhaZs,,, preserving its

activity to a larger extent than in the absence of additives. On the other hand, reducing
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agent DTT, as well as anionic or nonionic detergents, strongly inhibit the activity of both

depolymerases.

The apparent kinetic parameters for PHB degradation of PhaZs,, are Ky of 125 ug/mL and
Vimax Of 2,780 U/mg of enzyme, measured by the turbidimetric activity assay. By contrast,
PhaZs, shows a Ky, of 269 ug/mL and V. of 9,797 U/mg of ezyme. The catalytic efficiency
of PhaZs, is 1.7 fold higher than that of PhaZs.,. The most abundant end-point reaction
products of PhaZs, and PhaZs, are monomers and dimers of (R)-3-hydroxybutyrate,
unveiling an exo-hydrolase activity, although the existence of a supplementary endo-
hydrolase activity cannot be discarded. Additionally, PhaZs., and PhaZs, present esterase
activity using pNP-alkanoates as substrate. The esterase activity of both enzymes is

inversely proportional to the length of the aliphatic chain of these substrates.

Both PHB depolymerases are able to degrade PHB and PHBV (5% 3-hydroxyvalerate) films,
prepared with chloroform by solvent-cast techniques. Specifically, a solution containing 1.5
ug/mL of PhaZs, can completely solubilize films made of 100 mg of PHB, PHBV 5% or PHB-
starch (7:3 weight ratio), at 37°C and pH 6, in less than 30 hours.

PhaZs, and PhaZs, present a mixed o/f secondary structure, and a three-dimensional
folding type o/P hydrolase in their catalytic domains. The folding of the SBDs has not been
experimentally determined, but their ab initio modeling predicts a predominantly B-sheet
content in their secondary structure. PhaZs, presents at least 4 intracatenary disulfide
bonds in its structure (Cys>*-Cys®®, Cys™*-Cys'®®, Cys***-Cys**® and Cys***-Cys*®?). PhaZs, has
at least three of these bonds, although their precise identities have not been as well

established as those of PhaZs,,.

PhaZs., and PhaZs, carry out the hydrolysis of PHB by means of a catalytic triad, which
identity in PhaZs, is Ser**-Asp™'-His'*?, as inferred from homology. The catalytic triad of

PhaZs, is Ser*'-Asp>®-His**°, as demonstrated by site-directed mutagenesis of aminoacids.

PhaZs., has been successfully immobilized as cross-linked enzyme aggregates (PhaZs.,
CLEAs), with a BSA:PhaZs,, ratio of 100:1. The maximum PHB activity of this biocatalyst,
measured by turbidimetric activity assay, is 255 U/g of derivative, with an activity recovery

of 18.4%. Maximum activity of this derivative is achieved at pH 7 and temperatures
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between 55 and 60°C. Additionally, it shows a clear stabilization effect against high
temperatures when compared to the soluble enzyme, and a better tolerance to certain
organic solvents such as methanol or acetonitrile. This biocatalyst can be used for at least

20 cycles without significant loss of activity.

Preliminary exploration of PhaZs, immobilization onto the surface of silanized magnetic
nanoparticles has been carried out by covalent binding as well as by physical adsorption.
Higher activity is reached with non-covalent adsorption, outreaching 10 IU/g of derivative.
Highest activity recovery of about 11% is also obtained with non-covalent physical

adsorption.

The ability of lyophilized PhaZs, to catalyze organic synthesis reactions in non-aqueous
media has been assessed. PhaZs, is able to polymerize 3-butyrolactone by ring opening
polymerization (ROP), with a conversion degree of 59%, generating PHB with a molecular
size of 3.8 kDa; it also polymerizes 3-hydroxybutyrate by linear condensation, with a
conversion degree of 22%, producing oligomers of 600 Da. Additionally, PhaZs,, is able to
polymerize B-butyrolactone and simultaneously catalyze the acylation of glycerol and

trimethylolpropane (TMP).
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Anexo 1: Secuencia de aminoacidos de

ph azSex
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TTC
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CCG
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ACG
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GCC

CAG
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Secuencia completa de aminoacidos de PhaZg., (lineas superiores) y secuencia de
nucleétidos del gen phaZs, (lineas inferiores): Los aminoacidos pertenecientes al
péptido sefial de secrecidon se muestran en rojo, los del péptido separador fibronectina
tipo 1l estdn en azul, y los del dominio de unién a sustrato en verde. Los aminoacidos que
conforman la triada catalitica estan sefalados en violeta, y la supuesta histidina de la
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Anexo 2: Secuencia de aminodacidos de PhaZs, y secuencia de nucleétidos del gen

fkbU

M 0 P P P F R G I L T P L F P L S S 18
ATG CAG CCG CCG CCG TTC CGG GGA ATC CTC ACC CCG CTG TTC CCC CTC TCC TCC 54
S P P v G S L S R P G R R G 4 L T R 36
TCG CCG CCG GTC GGG TCG TTG TCG CGT CCG GGA CGG CGG GGG GTG CTC ACC CGT 108
L 4 A 4 4 A L 4 L G A A L L G P A P 54
CTC GTG GCC GTC GTG GCC CTC GTA CTC GGA GCG GCC CTG CTC GGC CCG GCG CCG 162
T A H A A A G L A K P G L T K A D L 72
ACG GCC CAC GCC GCG GCG GGC CTG GCC AAG CCC GGT CTG ACC AAG GCG GAC CTG 216
T E 4 A D F G T N P G R L N M Y 4 Y 90
ACC GAG GTC GCG GAC TTC GGC ACG AAC CCG GGC CGG CTG AAC ATG TAC GTC TAC 270
R P A S L P A E P A 4 Y F A L G C 108
CGG CCC GCG TCC CTG CCC GCG GAG CCG GCG GTG GTG TTC GCC CTG CAC GGT TGC 324
T Q D A Q G Y A D N S G L L S F A D 126
ACC CAG GAC GCC CAG GGC TAC GCC GAC AAC TCC GGC CTG CTC TCA TTC GCG GAC 378
R Y G F L L \ F A E T T S S N N A N 144
CGC TAT GGC TTC CTG CTC GTG TTC GCC GAG ACC ACG TCG TCG AAC AAC GCG AAC 432
R C F N W F Q S S D N R R G Q G E A 162
AGG TGC TTC AAC TGG TTC CAG AGC AGC GAC AAC CGC AGG GGC CAG GGC GAA GCC 486
A S I R Q M A A H T 4 S A Y G A D P 180
GCG TCG ATC CGG CAG ATG GCC GCT CAC ACC GTC TCC GCC TAC GGC GCG GAC cccC 540
o] R T Y I T G L S A G G A M T S \Y% M 198
CAG CGC ACC TAC ATC ACC GGG CTG TCC GCC GGC GGT GCC ATG ACG TCG GTG ATG 594
L A T Y P D v F Q A G A v v A G L P 216
CTC GCC ACC TAT CCG GAC GTC TTC CAG GCC GGC GCG GTC GTC GCC GGC CTG cCcCC 648
F G c A T D \Y S S A Y L cC M N P G T 234
TTC GGC TGT GCC ACC GAC GTC AGC AGC GCG TAC CTG TGC ATG AAC CCC GGG ACC 702
D L T A D Q W A R R v R D G Y P S W 252
GAC CTG ACC GCG GAC CAG TGG GCG CGG CGG GTC CGT GAC GGC TAC CCC TCG TGG 756
S G P W P R 4 A I W H G D K D T T \4 270
TCG GGC CCG TGG CCG CGC GTG GCC ATC TGG CAC GGC GAC AAG GAC ACC ACC GTC 810
A P R N A D E L R D o] W T A Y H G Y 288
GCG CCG CGC AAC GCC GAC GAG TTG CGC GAC CAG TGG ACC GCT GTG CAC GGC GTG 864
S o] T P D R T S Y I G P N S T R H E 306
TCC CAG ACG CCG GAC CGT ACC TCG GTG ATC GGC CCG AAC TCC ACC CGG CAC GAG 918
E Y L A A D G S Y A Y E Y N R Y P G 324
GAG TAC CTG GCC GCG GAC GGA TCG GTG GCC GTG GAG GTG AAC CGG GTG CCG GGC 972
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CAC
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CAC GGC ACC CCG GTC GAT CCC GGC ACC GGA GCA CAG CAG TGC GGC AGC

GCC GCC TAC TTC CTG GAC TCG ATC TGT TCC AGC TAC TGG ATC ACG CAG

GGC CTG AGC GGA TCC GCC TCC GAC CCC GGT TCG CTG CCC GCT CCG TCC

GCC GCC ACC GGC GCC ACC GAC ACC ACC ATC AGC CTG ACC TGG AAA CCC

GGC GCC ACC GAC TAC GCC GTC CAC CGC GAC GGT GCC CAG ATC ACC ACG

ACG ACG TCG TAC ACG GAC ACC GGC CTG AGG GCG GGC ACA TCG CAC ACC

GTC GCC GCC CGG GAC GCG GAC GGC AAG GCC GGA CCG CTC TCG GGC GCG

GCG CAG ACG ACC GGT GCC ACG GCC GTC TGC TGG ACC GCC GGC AAC TAC

GTC CAG GCG GGC CGC GCC ACG ACG AGC GCC GGT TAC ACC TAC GCC AAG

GGC CAG AAC ATG GGC CTG TAC AAC ACC TTC GTC ACG ACC ACC TTG AAA

CCG ACC GGC TAC TTC ACC GTC GCG AAC GAC ACC TGT CCC TGA

Secuencia completa de aminodacidos de PhaZg, (lineas superiores) y secuencia de
nucledtidos del gen fkbU (lineas inferiores): Los aminoacidos pertenecientes al péptido
sefial de secrecién se muestran en rojo, los del péptido separador fibronectina tipo Il
estan en azul, y los del dominio de unidn a sustrato en verde. Los aminodacidos que
conforman la triada catalitica estan sefialados en violeta, y la supuesta histidina de la
cavidad del oxianidn en naranja. El posible coddn alternativo de inicio de la traduccion
proteica estd resaltado en amarillo, y su correspondiente sitio de unién del ribosoma estd
resaltado en gris.
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