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Introduccion

Las enzimas han sido utilizadas a escala industrial como biocatalizadores
para la obtencidn de productos con un alto valor afiadido. Actualmente estos
bioproductos tienen interds para la industria alimentaria, cosmética ¥y
farmaceutica entre otras. Ademads, las técnicas de biologia molecular han
permitido la obtencidén de enzimas en grandes cantidades modificando sus
caracteristicas quimicas, fisicas o bioldgicas para la obtencidn de catalizadores
més eficientes. La produccién enziméatica de estos compuestos tiene la ventaja de
que es méas limpia que los obtenidos mediante sintesis quimica.

Un grupo de compuestos que tienen importancia comercial por su
capacidad antioxidante son los denominados difenoles que se obtienen a partir de
la hidroxilacion de monofenoles por la accion de diferentes enzimas.

Dos grupos de enzimas son los mas importantes en la sintesis de difenoles.
Las tfirosinasas o también denominadas polifenol oxidasas v las fenol
hidroxilasas. El mecanismo de accién de cada una de ellas es completamente
distinto, conociéndose extensamente en el caso de la tirosinasa v siendo menos

claro en el caso de fenol hidroxilasa.

I. Tirosinasa

La tirosinasa (E.C. 1.14.18.1) es una enzima que necesita el cobre para ser
activa v que estd distribuida a lo larpo de toda la escala filogenética. Es esencial
para la sintesis de melamnas entre otras muchas funciones.

Esta enzima, como podemos ver en la Figura 1.1, cataliza dos tipos de

reacciones acopladas en las que interviene oxigeno molecular:

1) La hidroxilacién en la posicidon orto de monofenoles para dar el
correspondiente o-difenol (Actividad cresolasa).
2) La oxidacion de o-difenoles a sus correspondientes o-quinonas

(Actividad catecolasa).

Esteban Orenes Pifiero 3
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OH
Os

—>

Figura 1.1. Reacciones catalizadas por polifeno] oxidasa. (A), actividad monofenolasa

o cresolasa; (B), actividad difenolasa o catecolasa.
2. Distribucion de la PPO:

Polifenol oxidasa estd ampliamente distribuida en la natiraleza. Se
presenta en plantas, bacterias, hongos v animales (Schwimmer, 1981). Cuando se
encuentra en uno de los tres tultimos grupos se hace referencia a ella como
tirosinasa. Otros nombres con los que se denomina a esta enzima en la

bibliografia son catecol oxidasa v fenolasa.
2.1 Tirosinasa en bacterias

Las tirosinasas bacterianas mas estudiadas han sido las  de
Thermomicrobium roseum (Kwang-Hoon et al, 2000) vy las del género
Sireptomyces (Lerch v Etthnger, 1972).

La tirosinasa de Thermomicrobium roseum estd compuesta por dos
subunidades idénticas, cada una con un peso molecular de 43 kDa. La actividad
de esta enzima es optima a pH 9.5 v a una temperatura de 70 °C, lo que indica

que es una enzima altamente termoestable.
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Recientemente se ha llevado a cabo la purificacidn en un solo paso de una
tirosinasa inducible por calor de Baciifus thuringiensis (L et al., 2004). Con
sdlo 14 kDa, esta tirosinasa tiene uno de los pesos moleculares més bajos de
todas las tirosinasas conocidas, aunque parece ser que su forma activa es un
dimero.

Los miembros del género Streptomyces llevan a cabo la sintesis v
degradacion de biopolimeros complejos como ligninas, melaninas y sustancias
htimicas. Aproximadamente el 40% de las especies del género Streplomyces
producen exopigmentos del tipo de las melaninas en medio agar con tirosina, lo
que mayoritariamente, aunque no siempre, se relaciona con la presencia de
actividad tirosinasa extracelular.

La estructura del gen que da lugar a la tirosinasa de Strepiomyces
antibioticus (mefC2) ha sido ampliamente estudiada. Esta localizado en un gen
policistrénico, denominado melC, en el que también se encuentra el gen me{Cl
gue da lugar a una proteina conservada de 30 aminoacidos que es eliminada tras
la secrecion (Ling-Yun et al. 1993), v que es imprescindible para la activacion de
la apotirosinasa. Para que esta activacion se produzea es necesaria la presencia de
cobre en el medio de cultivo. Similares resultados se obtuvieron en Strepiomyces
glaucescens (Hintermann et al. 1985). La proteina codificada por el gen mefC1 se
encarga tanto del transporte de la tirosinasa como del proceso de transferencia
del cobre que activa a la apotirosinasa (Ling-Yun et al. 1992), actuando como
una chaperona (Tzung-Yuang et al., 1998). En Sireptomyces antibioticus la
tirosinasa es un monomero con un peso molecular de 30.6 kDa.

La secuencia de tirosinasa en procariotas tiene como aminoacido
dominante a la alanina. En bacterias Gram positivas, también hay grandes
cantidades de aminoacidos con carga tales como argimina o aspartato. Los
residuos de arginina favorecen la union a anillos aromaticos (Garcia-Borron v
Solano, 2002). En el caso de Strepiomyces, las proteinas que achian como
chaperonas (MelC1), no tienen cisteinas pero son ricas en histidinas. Parece ser

que el que predominen las histidinas contribuve a la unién a metales.
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La funciéon mas importante de esta enzima en bactenas es la de proteger a
las células bacterianas v a las esporas frente a la hiz ultravioleta mediante la
sintesis de melanina. Ademaés, las melaninas se unen a metales pesados que de
otra forma serian toxicos para la célula, confiriendo proteccion contra oxidantes,
calor, hidrdlisis enziméatica, compuestos antimicrobianos vy la fagocitosis, por lo

gue pueden contribuir a la patogénesis microbiana.

2.2 Polifenol oxidasa en plantas

La tirosinasa es denominada polifenol oxidasa (PPO) en plantas. Dicha
enzima estd ampliamente distribuida en el reino vegetal, siendo detectada en
algas, briofitas, pteridofitas, gimnospermas vy en angiospermas (Mayer v Harel,
1979; Sherman et al., 1995). En plantas superiores, la enzima se encuentra en
gran variedad de organos y tejidos, abunda en hojas (Melo et al., 2006),
tubérculos (Partinton et al., 1999), raices de almacenamiento (Escribano et al.,
2002), partes florales (Ono et al, 2006) y frutos (Fuerst et al.,, 2006). Su
actividad va a ser distinta dependiendo de la especie, el érgano de la planta v su
estado de desarrollo. En tubérculos, hojas v frutos es mas abundante en los
estados tempranos (Maver v Harel, 1991). Aunque la enzima estd presente en
cualquier tejido v estado de desarrollo, en la mayoria de las especies estudiadas,
el mRNA de tirosinasa sdlo se ha encontrado en los tejidos jévenes (Lax v Cary,
1995), lo que sugiere que la enzima tiene una vida media muy larga.

La localzacion intracelular de la enzima en plantas depende del tejido, la
especie v el estado de desarrollo (Zawistoski et al., 1991; Marques et al., 1995),
pero se ha descrito principalmente como una enzima cloroplastidica, ligada a la
membrana tilacoidal (Maver v Harel, 1991; Valero v Garcia-Carmona, 1992;
Nicolas et al., 1994) Ademas de las evidencias obtenidas por tincidn
histoquimica, en la que los productos de reaccidén se acummlan en la luz del
tilacoide (Sherman et al., 1991), estudios de fraccionamiento v localizacion
inmunocitoquimica han demostrado que tirosinasa se localiza en los granas

tilacoidales, estrechamente asociada con el fotosistema II (Lax v Vaughn, 1991).

Esteban Orenes Pifiero 6



Introduccion

Ademas de en los cloroplastos, pohfenol oxidasa se ha localizado en las
mitocondrias, peroxisomas, microsomas o parcialmente asociada en la pared
celhular (Maver v Harel, 1991; Zawistoski et al., 1991; Nicolas et al., 1994).
También ha sido descrita su presencia en la fraccidon citosolica (Mayer v Harel,
1991; Nicolas et al., 1994; Marques et al., 1995).

A pesar de la existencia de estos estudios sobre la localizacion de PPO,
debido a la importancia de PPO en el proceso de pardeamiento de frutas v
vegetales, v la mfluencia que este hecho supone sobre el consumo de dichos
alimentos, la mavor parte de los estmdios en plantas se han centrado en la

purificacion v caracterizacidon de PPO de frutas v hortalizas.

3. Funcion biologica de PPO en plantas:

La funcion de tirosinasa en hongos v plantas sigue siendo, hasta la fecha,
confusa v objeto de controversia (Sommer et al., 1994; Joy et al., 1995; Seo et
al., 2003). A este hecho se atribuyen wvarias caracteristicas propias del sistema
enzimatico, como pueden ser su actividad bivalente v la complejidad en su
extraccion v purificacion (Robb, 1984; Mayer, 1987; Zhang et al. 1999; Nagai v

Suzuki, 2001), ademas de otras caracteristicas de la enzima, come:

* Su localizacion subcelular, apareciendo frecuentemente en varias
fracciones.

+ La variacidn observada en el nivel de enzima durante los diversos
periodos del desarrollo v crecimiento de las fuentes.

¢ La existencia de enzima en forma latente que puede ser activada
bajo determinadas condiciones, como veremos més adelante.

e La separacidn de la enzima v sus substratos debido a la

compartimentacion celular.

Todo esto hizo que se considerara a firosinasa comeo “una enzima en busca

de funcion™ o una enzima *“sin funcion establecida™ (Maver, 1987; Vaughn et al.
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1988). Aun asi, se han sugendo para ella funciones tan diversas v poco
relacionadas como: actuacidn como amortiguador o atrapador de oxigeno,
participacion en los mecanismos de defensa, implicacidon en la regulacién del
crecimiento e intervencion en la sintesis de compuestos fenolicos; basadas casi
todas ellas en su capacidad regeneradora de quinonas.

A pesar de ello, parece muy probable que las diferentes funciones deben
ser atribuidas a la misma enzima pero presente en diferentes tejidos, diferentes
estados de desarrollo v diferentes localizaciones dentro de la célula (Maver v
Harel, 1991; Kim et al., 2001; Wang v Constabel, 2004a). Ademas, la existencia
de varas funciones de la misma enzima en diferentes localizaciones podria ser el
fundamento de su naturaleza multigénica v de su expresion génica especifica de

tejidos (Sherman et al., 1995).

A1 Transportador electronico

Sherman et al (1995) demuestran que PPO esta presente en todo el rango
de plantas desde las algas verdes hasta las angiospermas y gimnospermas. Asi
cabe pensar que PPO tiene una funcidn indispensable. Una de las funciones
postuladas, es la que implica a PPO en la modulacion del fotosistema 1 (PSI),
reduciendo el oxigeno molecular (Vaughn v Duke, 1984; Vaughn et af, 1988,
Siegbahn v Blomberg, 2004} (Figura 1.2). La energia de la fotosintesis se utiliza

en la reduccidn de los intermedios necesarios para los procesos de biosintesis

(NADP™, nitrito...}; pero en condiciones de baja concentracién de CO, pueden
acumularse prandes cantidades de oxigeno molecular. Esta situacidon se
resolveria, si se acopla una reaccidn tipo Mehler, en la cual PPO consumiria el
remanente de O, acumulado. PPO actia oxidando los compuestos dihidroxilados
que reducen la actividad del PSI; de esta forma, se previene la acurmmlacion de O,
y se regenera el sustrato. Se ha demostrado que existen quinonas asociadas con el
PSII v que estan implicadas en el transporte de electrones. Ademas, este modelo
requiere que las guinonas estén presentes en concentraciones cataliticas dentro

del organulo, lo que permite adaptar el modelo a especies que poseen bajos
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niveles de quinonas en los tejidos. Hay determinados hechos que apovan esta
teoria, por ejemplo, en células que generan muy poco o no generan O; no se ha

detectado PPO (Vaunghn v Duke, 1981).

Quinona
{o=ided=a)

Figura 1.2. Fape! protector de PO en los fotosistemas. (Sherman et af., 1993)

3.2 Defensa

Un corte, dafio o infeccidn en un tejido provocan la mezcla de la enzima
con sus substratos, hasta entonces confinados en compartimentos celulares
diferentes. Ello da lugar a la formacidon de quinonas v a la proposicion de una
funcidn defensiva, puesto que éstas pueden unirse a proteinas, imactivandolas
(Wang v Constabel, 2004b). También pueden formar polimeros insolibles que
constituyen una barrera para prevenir la extensidn de infecciones en la planta.
Ademas, tanto las quinonas como las melaninas tienen gran poder bacteriostatico
(Claus v Decker, 2006).

En cuanto a cudl es el mecanismo que provoca la induccidn de tirosinasa,

es dificil de determinar puesto que el incremento de actividad observado puede
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ser restltado de la activacion de la enzima latente o deberse a la sintesis de novo
(Boss et al., 1995; Constabel et al., 1995; Thipvapong et al., 1995). Asi, parece
que la participacion de tirosinasa en los procesos defensivos podria darse a dos

niveles:

« Como un componente constitutivo de estos procesos mediante su
interaccion inmediata con los compuestos fendlicos tras la ruptura
celular, dando lugar a una respuesta localizada.

+ Comoun componente inducible a través de la sintesis de novo de la

enzima formando parte de una respuesta sistémica.

3.3 Biosintesis de metabolitos secundarios

Ademés de las funciones tradicionalmente adscritas a tirosinasa,
relacionadas con el mecanismo de proteccidn frente a la luz ultravioleta en
animales v fendmenos de defensa frente a patdégenos en plantas, recientemente se
han pubhcado estudios que implican a tirosinasa en otros procesos bioldgicos.
Entre ellos se encuentra la participacidn de tirosinasa en la biosintesis betalainas
(Strack et al., 2003; Gandia-Herrero et al., 2005a; Gandia-Herrero et al., 2005b;
Gandia-Herrero et al., 2005¢; Gandia-Herrero et al., 2005d; Gandia-Herrero et

al., 2005¢; Gandia-Herrero et al., 20051) (Figura 1.3).
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Figura 1.3 Esquema biosintético de las betalainas con los pasos principales para la

formacidn de pigmentos derivados de dopamina. (Gandia-Herrero et al., 2005a-f).

Un papel similar ha sido también atribmido a una enzima homodloga de
tirosinasa en la ruta biosintética de las auronas, la aureusidina sintasa. Esta
enzima cataliza con una alta especificidad la ciclacién oxidativa de chalconas
para rendir auronas, una pequefia famlia de pigmentos relacionada con los
flavonoides (Nakayvama et al., 2000 y 2001; Sato et al., 2001; Nakavama, 2002)
(Figura 1.4).
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Figura 1.4 Mecanismo propuesto para la sintesis de auronas a partir de 27,4,4°.6"
teteahidroxychalcona (TCH) o 27,344 6 -pentzhidroxychalcona (PCH) catalizado por la

auresidina sintasa. Las reacciones 1ay 1b estin catalizadas por la PPO. (Nakayama, 2002).

3.4 Oiras funciones de Ia PPO

Ademds de las anteriores, se han descrito otras funciones para la PPO
comao:

a) Disuasion de predadores. La mteraccion de los productos de oxidacion
de los fenoles con otros componentes celulares, hacen el tejido incomestible

(Harmta et al., 2001).

b) Sefializacion del comienzo de la maduracidn del tejido. Su accidon
generando productos coloreados indica el momento de la recoleccion del fruto.
Esta ltima funcién ha sido tratada extensamente por gran numero de autores
(Mayver v Harel, 1979, 1981; Maver, 1987; Vaughn et al., 1988) en base a dos
aspectos: la funcidn de PPO en la regulacidn del crecimiento v desarrollo de las
plantas, va que se ha observado interaccion entre las quinonas formadas por la
enzima v el triptéfano para dar acido indol-acético (AIA), asi como cierta

relacion entre los niveles de enzima v la floracidn (Barto v Cipollini, 2005).
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4. Propiedades Moleculares de la PPO

4.1 Estructura primaria

El empleo de técnicas de Biologia Molecular ha hecho posible que el
nimero de secuencias conocidas de tirosinasa hava aumentado en los tltimos
afios en toda la escala filogenética (van Gelder et al.,1997; Haruta et al., 2001;
Sanchez-Amat et al., 2001; Naraoka et al., 2003; Seo et al., 2003; Nishimura et
al., 2003; Boonanuntanasarn et al., 2004; Obata et al., 2004; Sullivan et al., 2004)
y que se havan propuesto estrategias de terapia génica para el tratamiento del
albinismo en mamiferos (Zhao et al., 2000).

De la comparacidn y analisis filogenédtico de las secuencias de tirosinasas
aisladas de diferentes fuentes, se observa un agrupamiento en los géneros de
plantas superiores, ammales vertebrados, hongos vy bacterias. Las homologias
dentro de cada prupo son considerablemente mayores que entre ellos. Sin
embargo, las secuencias responsables de la umén de cobre por tirosinasa se
encuentran muy conservadas en todas las especies v son analogas a las descritas
para las hemocianinas, enzimas transportadoras de oxigeno de artrdpodos v
moluscos (Wichers et al, 2003) (Fipura 1.5). De estos estndios v de las
cristalizaciones realizadas (Antson et al., 1993; Matoba et al., 2006) se deducen
tres grandes dominios,

El dominio central alberga el sitio activo de la enzima. El sitio activo
consiste en un par de iones cobre que se unen a tres residuos de histidina
altamente conservados. Este centro bictuprico es el sitio de interaccion con el
oxigeno molecular v con los sustratos fendlicos (van Gelder et al., 1997)
(Figuras 1.6 y 1.7). Las regiones que rodean al sitio de umédn de cobre en

tirosinasa son homdlogas a la proteina hemocianina.
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Figura 1.5 Secuencia de aminodcidos de dos ¢cDNA de polifenol oxidasa de dgaricus
bisporus (ABPPC1 y AbPPO2) v de Lentinus edodes (mimero de acceso ABOD27512),
Newrospora crassa (105052), Podospora anserinag (US6807), dspergilfus oryzae (D37929),

Lycopersicom  esculentum (S40548), Solanmum tuberosum (MO3196) e fpomoea batatas

{ AB0O38994). El alinearnjento se realizd con el programa Clustal X, version 1.81. la union de los

dominios al cobre estin recuadrados. Los sitios de N-glicosilacion estdn en negrita ¥ cursiva

{Wichers et al., 2003).
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Figura 1.6 Representacion esquemdtica del centro activo. El oxigeno se une como
peroxido ¥ cada jon cobre estd unido a tres histidinas por tres atomos de Nitrogeno. Simbolos

granates, atomos de Cu; simbolos rojos, oxigeno; simbolos verdes, His-N.

Figura 1.7 Estructura molecular del centro activo. Simbolos verdes, dtomos de cobre;

simbolos rojos, oxigeno; simbolos azules, Histidinas.

El dominio N-terminal es relevante en PPO de plantas. Estas enzimas se
consideran maduras cuando una cadena de aminoacidos de aproximadamente 80-
90 residuos es cortada de la porcidn N-terminal. Este péptido se denomina

péptido de transito o péptido sefial (Sommer et al., 1994; Whitaker, 1995; Lax v
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Cary, 1993). Este hecho esta en contra de la creencia de que PPO era sintetizada
como una proteina madura y transportada intacta dentro del cloroplasto (Vaughn
y Duke, 1984). La secuencia de genes de haba, revela una proteina madura con
peso molecular de 58 kDa v un péptido sefial de 10 kDa (Cary et al., 1992). De la
misma forma también se han encontrado péptidos sefiales homodlogos al de haba
para PPO de tomate, patata v uva (Lanker et al, 1988; Cary et al, 1992;
Robinson y Dry, 1992; Shahar et al., 1992; Hunt et al., 1993; Newman et al.,
1993; Steffens et al., 1994; Sommer et al., 1994).

En insectos es conocido el hecho de que las tirosinasas no tienen péptido
seflal lo que indica que son citoplasmicas. Sin embargo, en humanos y ratones se
ha encontrado un grupo de 18 aminodcidos en el extremo N-terminal de la
proteina que actian como péptido seflal v puede estar implicado en el paso de la
enzima al interior de los melanosomas (Wang v Hebert, 2006).

El dominio transmembrana estd presente en PPO de plantas superiores,
va que estd asociada a la membrana tilacoidal en tejidos no senescentes (Maver v
Harel, 1991). Este hecho se demuestra en el incremento de actividad enzimaética
en extractos de material vegetal en los que se emplean detergentes (Sanchez-
Ferrer et al., 1990; Nufiez-Delicado et al, 1996; Chazarra et al., 1996; Jiménez v
Garcia-Carmona, 1996; Escribano et al., 1997a-b, Valero v Garcia-Carmona,
1998; Laveda et al, 2000). La mayor parte de la proteina estaria expuesta al
limen, mientras que el extremo C-terminal estaria anclado a la membrana.

En tirosinasa de mamiferos, la proteina, también se encuentra anclada a la
membrana del melanosoma por una hélice locahzada en el extremo C-terminal y
el resto de la proteina se localiza hacia el interior del melanosoma (Jiménez-

Cervantes et al., 1995).

4.2 Mualtiplicidad

A través de técmicas electroforéticas v cromatograficas se ha evidenciado

la existencia de multitud de formas enzimaticas en los extractos de PPO. Esta

multiplicidad ha sido atribuida a fendmenos de asociacidn-disociacion de
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subumdades similares v/o diferentes (Chazarra et al., 2001a), la expresion de
diferentes miembros de wuna familia de genes (Sommer et al., 1994);
modificaciones  postraslacionales  (Gandia-Herrero et al, 20035a) v
fundamentalmente a artificios ocurridos durante el aislamiento como proteolisis
limitada (Robinson v Dry, 1992), polimerizacién con compuestos fendlicos v
asociacion con proteinas no enzimaticas (Mayver v Harel, 1991; Zawitowski et al.,
1991). Estas formas pueden diferir en la especificidad de accidn sobre los
substratos, pH optimo, estabilidad térmica, v respuesta a agentes quimicos e
inhibidores, v en el caso de asociaciones, éstas pueden ser interconvertibles (en
funcidon de la fuerza idnica, pH o presencia de agentes disociantes).

En hongos, la enzima de Agaricus bisporus se ha descrito formada por dos
tipos de cadenas polipeptidicas, una pesada (H) con un peso molecular de 43 kDa
y una ligera (L) de 13,4 kDa. Estas subunidades se asocian dando lugar a un
heterotetramero de masa molecular 120 kDa, lo que corresponde a una
agrupacion de subunidades H,L. (Strothkamp et al, 1976). En estudios més
recientes, se ha clonado un gen de tirosinasa que codifica para una proteina de 64
kDa (Wiechers et al., 2003). En Newrospora crassa, tirosinasa estd formada por
una unica cadena polipeptidica, con un peso molecular de 46 kDa, derivada del
procesamiento de un precursor de 75 kDa (Kupper et at., 1989).

En plantas, polifenol oxidasa parece ser sintetizada como una pre-proteina
de peso molecular comprendido en el rango de 68-73 kDa, que es procesada a
una proteina madura de peso 58-68 kDa, que a su vez puede dar ligar a una
proteina monomérica activa con un peso molecular en torno a los 4045 kDa
mediante proteolisis in vive e in vitro (van Gelder et al., 1997). Ello explica que
los primeros trabajos de purificacion hasta homogeneidad aparente describieran a
tirosinasa como una forma monomeérica con un peso molecular en torno a los 45
kDa (Vaughan et al., 1975; Nakamura et al., 1983; Wichers et al., 1984). En la
actualidad, cuando se purifican tirosinasas hasta homogeneidad aparente, éstas se
describen como mondmeros (Ding et al.,, 1998; Bilka et al., 2003), que en
algunos casos se asocian en multimeros, normalmente tetrameros (Paul v Gowda,

2000; Chazarra et al., 2001b; Marn et al., 2003). Ademas, se ha descrito que
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pueden generar fendmenos de cooperatividad positiva (Chazarra et al., 2001b).
Los datos indican que tirosinasa es sintetizada como una proteina precursora que
posee una secuencia sefial para su transporte hacia el interior del cloroplasto v

una vez dentro de la membrana tilacoidal estas secuencias se pierden.

4.3 Estruciure secoundaria de Tirosinasa

La prediccidn de la estructura secundaria de tirosinasa se ha conseguido
usando diferentes programas informaéticos que, partiendo de la estructura
primaria, permiten predecir la estructura secundaria por comparacion con la
hemocianina de Lintuius sp (Figura 1.8) (van Gelder et al., 1997; Rost v Sander,
2000; Decker v Tuczek, 2000; Decker et al., 2000).

En el caso de tirosinasa humana hay una prediccidn clara de w-hélice para
las regiones de umidén al cobre; sin embargo, esto no es asi para tirosinasa de
hongos, donde la estructura secundaria no estd bien definida, como tampoco lo
esta para polifenol oxidasa de plantas (van Gelder et al., 1997).

En cuanto a la regidn C-terminal, las previsiones apuntan a que se trata de
una lamina [} en tirosinasa de hongos v plantas, mientras que en la de mamiferos

es una o-hélice.
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Figura 1.8 Estructura de hemocianina de Limufus sp. Las a-hélices que contienen las

histidinas conservadas son las 2.1, 2.2, 2.5 y 2.6, donde las His se muestran como bolas y

bastones. Las laminas-f} que se indican son P2B. [2C, 32D, B2E. Los iones cobre se muestran
como circulos negros. Las regiones de tirosinasa que se predicen similares a He se indican
rayadas. Las regiones de He que parecen no existir en tirosinaza o aquellas que se insertan en la
misma, se indican con una flecha. La estructura fue modelizada usando MOLSCRIPT (Van

Gelder et al,, 1997).

4.4 Estructaras del centfro activo

Gracias a estudios quimicos v espectroscdpicos de tirosinasa se conoce
que su centro activo estd formado por un nicleo con dos dtomos de cobre, muy
similar al encontrado en la proteina hemocianina (Eickman et al.,, 1978). Los
atomos de cobre pueden encontrarse en tres estados funcionales diferentes en
equilibrio, dando lugar a tres diferentes estructuras geométricas y electronicas del

centro activo de tirosinasa (Solomon et al., 1992) (Figura 1.9).
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Figura 1.9 Estructura del centro activo de tirosinasa en sus distintos estados funcionales

de met, oxiy deoxi.

La forma oxigenada (E,;} consiste en dos atomos de cobre (Cull)
tetragonales, v cada uno de ellos se une fmertemente a dos histidinas en el plano
ecuatorial v de forma débil a una histidina en el plano axial (Solomon v Lowery,
1993) (Figura 1.9). El oxigeno se une como perdxido v forma puentes de unidén
entre los dos Atomos de cobre (Eickman et al., 1978). La cantidad de la forma
E..; contenida en los extractos enziméticos oscila entre el 2-30% segtn la fuente
empleada (Jolley et al., 1974; Gutteridge v Robb, 1975; Lerch, 1976). Ouxi-
tirosinasa presenta un maximo de absorcion a 345 nm, que desaparece en
presencia de substratos monofendlicos v o-difendhcos, indicando que este estado
funcional es un mtermedio catalitico. Qxi-tirosinasa se puede obtener a partir de
las otras formas enziméaticas mediante la adicion de peroxido de hidrogeno a la
forma mei-tirosinasa o mediante la umodn reversible de una molécula de oxigeno
a la forma desoxi-tirosinasa (Jiménez v Garcia-Carmona, 1996b).

La forma met-tirosinasa (E__) al igual que la forma oxigenada, contiene

et
dos atomos de cobre (II) tetragonales enlazados mediante una unién enddgena v
un ligando exdgeno (Himmelwright et al., 1980; Chen y Solomon, 2004) (Figura
1.9). La enzima obtenida después de una purificacién es una mezcla de E g v Eoui
enn proporcidn de 85% vy 15%, respectivamente (Jolley et al, 1974). Mei-
tirosinasa presenta absorcion en la region visible del espectro v dicroismo
circular.

La deoxitirosinasa (Ege), llamada asi por analogia con la deoxi-

hemocianina, tiene una estructura Cu (I3-Cn (I} (Figura 1.9). Aunque el sitio de
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umén de cobre para tirosina es mucho mas accesible a los ligandos que el de
hemocianina (Himmelwright et al., 1980). Sin embargo, estudios de los sitios de
unidén de ambas proteinas con analopos de substrato, ponen de manifiesto las
diferentes funciones fisioldgicas que desempefian estas cuproproteinas (Lerch et
al., 1986). Se conoce muy poco de ella porque no presenta absorcion en la regidon

visible del espectro.

4.5 Estractura cristaling

Las dificultades inherentes a la purificacion de tirosinasa v las derivadas
de su multiplicidad suponen que no se hayvan obtenido cristales suficientemente
puros para las técnicas de difraccién de rayos X. Por lo tanto, esta enzima ha
eludido hasta ahora, la determinacidn de su estructura completa. Asi, hasta hace
unos afios, las aproximaciones a la estructura de tirosinasa se hacian en base a los
conocimientos sobre las hemocianinas de artrépodos (van Gelder et al., 1997).

Sin embargo, recientemente, se ha cristalizado v elucidado la estructura
tridimensional de catecol oxidasa de batata (Jpomoea bataias) (Klabunde et al.,
1998). Catecol oxidasa es una enzima analoga a tirosinasa, aungue carente de
actividad hidroxilante (Rompel et al, 1999). En la estructura publicada
(depositada bajo los codigos 1BT1-1BT3 en “Protein Data Bank™), el centro
activo se encuentra en el centro de un haz de cuatro hélices (Figura 1.10A). En
él se encuentran dos Atomos de cobre, CuA y CuB, con una esfera de
coordinacion piramidal trigonal formada por tres hgandos de histidina (His 88,
109 v 118 para CuA e His 240, 244 v 274 para CuB) (Figura 1.10B). También se
ha cristalizado la estructura del complejo tirosinasa-feniltionrea, cuyo dtomo de
azufre nucleofilico se enlaza a ambos cobres de tirosinasa, mientras que el amllo
bencénico gqueda alojado en una cavidad hidrofébica constituida por residnos de
isoleucina, histidina y fenilalanina (1241, H244 v F261). En la proximidad del
centro activo se ubica también un residuo de cisteina (C92) que se une a una de
las histidinas ligantes de cobre (H109) a través de un enlace tiodter, que restringe

las posibilidades de movimiento en el centro activo.
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B8 Catecol oxidasa

¢ Hemoeianina

Figura 1.10 Estructura de catecol oxidasa de batata (Jpomoea batatas). (A) vista
genetal (dtomos de cobre, naranja; hélices o, azul; liminas B, verde; puentes disulfuro,
amarillo), (B) centro activo (histidinas, naranja; cistelna, verde; cobres, rojo); (C) superposicion
con la estructura de la hemocianina del molusco Octopus dofleini (naranja). A ¥ C han sido
tomados de Gerdemann et al (20022) ¥ B ha sido generado a partir de |a estmactura PDE 10

1BT3 con el programa WebLab Viewer {Molecular Simulations Inc.)

Un enlace analogo también ha sido descrito en la enzima tirosinasa del
hongo Neurospora crassa entre C94 v H96 (Lerch, 1982), propomendose que
podria desempefiar un papel en la regulacion de la actividad de la enzima, v en la
hemocianina del mohisco Octopus dofleini entre C2560 v H2562 (Cuff et al.,
1998), anclando a la histidina en su posicidn de ligando.

La regidn del centro activo de catecol oxidasa de fpomoea bataias muestra
una amplia homologia estructural con los centros activos de las hemocianinas de
moluscos v artropodos (Eicken et al., 1999; Gerdemann et al., 2002a) (Figura
1.10C). Del analisis comparativo de sus estructuras se pueden obtener
conclusiones acerca del acceso de los substratos fendlicos a la cavidad
conteniendo los &tomos de cobre. La entrada al mismo se ve blogueada en los

casos de hemoclaninas, estando el de artropodos profegido per una “regidn
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escudo™ ubicada en el dominio N-terminal, donde ademés existe un residuo de
fenilalanina cuva posicion se superpone a la que ocuparia un substrato fendlico
en el centro activo. En el caso de la hemocianina de mohisco, se observa también
una “reglon escudo” protegiendo al centro activo, pero en este caso localizada en
la region C-terminal e introduciendo en la cavidad un residuo de leucina, que
bloquea la entrada de substratos fendlicos menos eficientemente, dejando la
posibilidad de una actividad catecolasa limitada. Obviamente, el acceso de
substratos fendlicos a la cavidad del centro activo no presenta barreras en el caso
de la catecol oxidasa de batata, pero se ha propuesto que en la forma latente, no
madura, existe esta misma zona protectora en el dominio C-terminal (Gerdemann
et al.,, 2002b). Este analisis estructural abre la posibilidad de poder generar
hemocianinas con actividad catalitica si se promueve un cambio conformacional
que abra suficientemente el acceso al centro activo potencial. Ello estaria en
consonancia con experimentos en los que se observa actividad catecolasa en
hemocianinas en presencia del detergente SDS (Decker et al., 2001; Jaenicke v
Decker, 2004),

El conocimiento sobre el centro activo de catecol oxidasa v tirosinasa se
ve apovado por la sintesis v estudio de modelos estructurales desarrollados con

complejos inorganicos (Than et al., 1999; Gentschev et al., 2000).

5. Latencia y Activacion de Tirosinasa

Uno de los aspectos mas peculiares de la bioquimica de tirosinasa es la
existencia de actividad enzimaética latente, es decir, una porcidn o toda la enzima
se encuentra en una forma inactiva susceptible de ser activada por uno o varios
tratamientos. La presencia de esta forma latente se ha descrito en tirosinasas de
diferente origen; en anfibios (Wittenberg v Tripplet, 1985a v 1985b), insectos
(Wang v Constabel, 2004b), crusticeos (Pless et al., 2003), hongos (Pérez-
Gilabert et al., 2004) v especialmente en plantas donde se ha encontrado latente
en aguacate (Kahn, 1977), espinaca (Goldbeck v Cammarata, 1981; Sanchez-

Ferrer et al., 1989a), uva (Sanchez-Ferrer et al., 1988, 1989b, Nufiez-Delicado et
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al., 2005}, hoja de patata (Sanchez-Ferrer et al., 1993), haba (Jiménez vy Garcia-
Carmona,1996a), platano (Sojo et al., 1999), lechuga (Chazarra et al., 1996), hoja
de remolacha (Escribano et al., 1997h), melocotéon (Laveda et al., 2000}, vy caqui
(Nufiez-Delicado et al., 2003).

Existen una gran variedad de sustancias o tratamientos que pueden
provocar dicha activacion (van Gelder et al., 1997). Asi, la activacion in vitro de
tirosinasa se ha consepuido con una gran variedad de tratamientos o agentes que
incluven choque acido (Valero y Garcia-Carmona, 1992; Fujita et al., 1995) v
basico (Kenten, 1957), urea (Swain et al., 1966; Lerner et al., 1972), cationes
divalentes (Jiménez y Garcia-Carmona, 1993; Sdoderhill, 1995), poliaminas
(Jiménez-Atiénzar et al., 1991), acidos grasos (Sugumaran v Nellaappan, 1991),
detergentes anidnicos como el SDS (Moore v Flurkey, 1990; Jiménez v Garcia-
Carmona, 1996; Nufiez-Delicado et al, 1996; Chazarra et al., 1996; Jiménez vy
Garcia-Carmona, 1996; Escribano et al, 1997a v b, Laveda et al., 2000} v
proteasas (Goldbeck v Cammarata, 1981; King v Flurkey, 1987; Laveda et al.,
2001; Gandia-Herrero et al., 2005g; Nuifiez-Delicado et al. 2005).

Los estudios sobre la latencia de PPO se ven limitados porque los
tratamientos utihizados para purificar la enzima de plantas son tan drasticos que,
al mismo tiempo que la sohlibilizan, provocan su activacion (Mayer, 1987

Sanchez-Ferrer et al., 1995).

5.1 Activacion por detergenies

La activacidon de tirosinasa por detergentes anionicos fue descrita por
primera vez por Kenten (1958), quien describié gue la concentracidn de
detergente necesaria para la activacion de la enzima era menor cuanto mas larga
era la cadena del alquil sulfato utilizado. Posteriormente, se demostrd que el
proceso de activacion era reversible v que la incubacion prolongada con SDS
provocaba una disminucion de la actividad v se concluyd que la actividad
implicaba una reorganizacion de la estructura terciaria de la enzima, haciendo el

centro activo méas accesible a los substratos (Robb et al., 1964; Swain et al.,
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1966), lo cual fue confirmado por estudios posteriores (Wittenberg v Tripplet,
1985b; Moore v Flurkey, 1990).

El uso de SDS como detergente anidnico modelo en la activacion de
tirosinasa estd extendido v es de un interés particular puesto gue muy pocas
enzimas sor activadas por su presencia, siendo la mavoria inactivadas. De este
modo, concentraciones que desnaturalizarian a ofras enzimas, provocan la
activacion de tirosinasa (Moore v Flurkey, 1990). La reversibilidad limitada del
cambio conformacional de la enzima ha sido inequivocamente demostrada
usando ciclodextrinas que, retirando el SDS del entorno de la enzima, devolvian
a ésta a su estado inicial no activado (Laveda et al., 2000).

Se ha sugerido que a mivel fisiolégico, el papel activador desarrollado por
los detergentes corresponde a los lipidos (van Gelder et al., 1997}, v la activacion
de tirosinasa por SDS se ha demostrado que ocurre iz vivo en secciones de

Terfezia claveryi (Pérez-Gilabert et al., 2004).

5.2 Activacion por proteasas

La existencia de proteinas que se sintetizan como precursores inactivos y
que se activan por la mptura selectiva de enlaces peptidicos constituye un
mecanismo regulador de procesos tan diversos como son la produccién de
hormonas, la coagulacidn sangninea, la activacion del complemento, la
fertilizacidn, la metamorfosis v la digestion.

En tirosinasa, la activacidn ix viiro por la accién de enzimas hidroliticos se
ha descrito con frecuencia, siendo tripsina la enzima mas efectiva en la
activacion de tirosinasa de plantas (Savagaon v Sreenivasan, 1978; Goldbeck vy
Cammarata, 1981; Pefiafiel et al., 1982; Sdderhill et al., 1985; King v Flurkey,
1987; Sanchez-Ferrer et al., 1989; Laveda et al., 2001; Gandia-Herrero et al.,
2005g). La actividad de una tirosinasa aislada de la tinta del calamar también
aumento por el efecto de la tripsina (Naraoka et al., 2003).

En Aspergillus oryzae, se han aislado dos proteasas, v en Agaricus

bisporus, se ha aislado una serin-proteasa que juega un importante papel en la
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senescencia (Burton et al., 1993a v b), por lo que podria estar implicada en la
regulacidn de tirosinasa. La tirosinasa de hongo parece ser sensible a la
activacion con preparaciones que contienen toalasina, que es un lipopéptido
bacterano. La activacidn se atribuye a cambios conformacionales de la enzima,
solubilizacidon de la misma o eliminacion de un inhibidor de ésta.

Por otro lado, la resistencia al tratamiento con proteasas puede ser
considerada una medida de maduracion de la enzima puesto que el plegamiento
de las proteinas supone un estado conformacional estable que ayuda a evitar su

digestidn inespecifica (Francis et al., 2003)

6. Mecanismo de reaccion

Tirosinasas obtenidas a partir de diversas fuentes bioldgicas poseen
similares caracteristicas estructurales v funcionales (Robb, 1984). Esto ha
favorecido la obtencién de importantes avances en el conocimiento de la
estructura del centro activo de la enzima, v en la comprensidn de su mecanismo
de reaccion (Decker v Tuczek, 2000). Tirosinasa esta clasificada como una
proteina acoplada a cobre binuclear (cobre tipo 3) (Eickman et al, 1978,
Himmelwright et al., 1980; Solomeon et al., 1992; Solomon v Lowery, 1993). En
el centro activo, como va se ha comentado anteriormente, los &tomos de cobre
pueden encontrarse en diferentes estados funcionales que se conocen con los
nombres de “met”, “oxi” v “desoxi” tirosinasa (Jolley et al., 1974; Lerch, 1983) v
dan lugar a tres estructuras geometricas v electronicas diferentes del centro

activo (Solomon et al., 1992) (Figura 1.11).
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Figura 1.11 Ciclo catalitico de la oxidacidn de substratos monofendlicos y difendlicos
por tirosinasa en presencia de O; (Cabanes et al,, 1987, Sanchez-Ferrer et al. 1995). A, aducto

oxidado {aminocromo); M, monofenol; D, difenol.

0.1 Actividad Difenolasa

La actividad difenolasa consiste en la oxidacidon de dos o-difenoles a dos
o-quinonas, mediante la reduccion concomitante de una molécula de oxigeno
formandose dos moléculas de agua. El ciclo catalitico para la oxidacién de un
substrato o-difendlico a o-quinona en presencia de oxigeno molecular se muestra
en la Figura 1.11. Empezando por la forma mei-tirosinasa, la unidn de un o-
difenol rinde el intermeadio E, . -difenol a partir del cual se origina una e-quinona

v se reduce el Cu®* del centro activo (etapas 1 v 2). No se forman intermedios
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semiquinomicos durante el ciclo catalitico de la enzima (Mason, 1965), la
oxidacion de o-difenol tiene lugar en un proceso en el que estan implicados dos
electrones. En la etapa siguiente (etapa 3), la desoxi-tirosinasa reacciona
irreversiblemente con oxigeno molecular formandose oxi-tirosinasa. La reaccidn
de esta forma enzimatica con una segunda molécula de o-difenol (etapas 4 v 5)
implica la reduccidn de perdxido de hidrogeno enddgeno a agua para formar una
quinona y regenerar mel-tirosinasa cerrandose el ciclo catalitico.

A partir de las o-quinonas generadas enzimaticamente se produce la
adicién de un nucledfilo, intramolecular en el caso de DOPA o dopamina, o
exomolecular en el caso de otros difenoles (Valero et al., 2003a). Esto genera un
difenol que experimenta oxidacién con una molécula adicional de o-quinona, la
cual se reduce al difenol original, obtemiéndose asi el aminocromo o aducto
oxidado correspondiente (etapa 9). Este modelo explica la existencia de un
periodo de retardo en la actrvidad difenolasa cuando se sigue la acumulacion de
aminocromo a pH < 6, a causa de la ralentizacion de las reacciones quimicas de

reciclaje (etapa 9).

0.2 Actividad Monofenolasa

El mecanismo cinético de la actividad monofenolasa ha sido ampliamente
estudiado (Mason, 1955; Cabanes et al., 1987; Naish-Bvfield v Riley, 1992;
Rodriguez-Lopez et al., 1992) v entre las caracteristicas de esta actividad

destacan (Sanchez-Ferrer et al., 1995):

¢ La expresion comunta de las actividades monofenolasa v difenolasa,
actuando la sepunda sobre la primera.

» La existencia de las mismas etapas no enziméticas que las encontradas en
la actividad difenolasa desde la o-quinona hasta aminocromo.

+ La presencia de un periodo de retardo en la expresion de la velocidad
méaxima de hidroxilacidn, observable tanto si se sigue el consumo del

substrato (O;) como s1 se mide la acumulacidn de producto. La duracidn
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de este periodo de retardo puede vanar con el pH, concentracion de
enzima, vy de monofenol (Garcia-Carmona et al., 1979; Garcia-Canovas et
al., 1981; Rodripuez-Lépez et al., 1992; Valero v Garcia-Carmona, 1992;
Valero et al., 2003b). La presencia de cantidades cataliticas de o-difenol o
de 1ones metéalicos de transicidn puede eliminarlo por completo

(Pomerantz v Warner, 1967; Palumbo et al., 1985; Ros et al., 1993).

Se han propuesto varias hipdtesis para explicar la existencia de dicho
periodo (Duckworth v Coleman, 1970; Hearing v Eckel, 1976; Triphati et al.,
1992). Los estudios realizados en este departamento condujeron a la elaboracion
de un mecanismo denominado por sus autores come “ewzimdiico-enzimediico—
guimico”, que predice las caracteristicas méas singulares descrifas para actividad
monofenolasa, como son la existencia de un periodo de retardo, inhibicion por
substrato v la contribucidn de los o-difenoles al proceso catalitico, v ademés
permite ajustar satisfactoriamente los datos experimentales obtenidos para dicha
actividad (Garcia-Carmona et al., 1982; Cabanes et al.,1987).

Segtn este modelo, el monofenol se une micialmente en posicion axial a
uno de los atomos de cobre que componen el centro activo de oxitirosinasa (E;)
(Wilcox et al., 1985). (Figura 1.11, etapa 6). Posteriormente, tiene higar la
hidroxilacién del monofenol por la unidn de perdxido, rindiendo una molécula de
agua v el complejo E. D (etapa 7). Este complejo puede rendir, bien difenol
libre cumpliendo el equilibrio E, ., D < E, oD +2H", como primer paso en el
ciclo de la actividad difenolasa de la enzima (etapa 1) o bien, puede continuar la
oxidacion del intermedio difenolato que tiene unido a su centro activo, hasta dar
ligar a una quinona libre (etapa 2} v la enzima queda en forma reducida (E o).
La forma E_,; se regenera por la unidn de oxigeno molecular a la forma E g Si
solo hay difenol presente en el medio, este se une a la forma E_,; dando lugar al
complejo E_ ;D (etapa 4), el cual oxida al difenol produciendo quinona libre v la
enzima pasa a estar en forma E,., (etapa 5). Esta forma, puede unir a su vez, otra
molécnula de difenol hasta rendir una molécula de quinona v la enzima en forma

reducida (Egq.) (etapas 1 v 2).
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De este esquema cabe resaltar, que la entrada de monofenol a la forma
E. e (etapa 8) supone una via muerta en el ciclo catalitico de la enzima, siendo
ésta la etapa responsable de la aparicion del caracteristico periodo de retardo de
la actividad monofenolasa, que se manifiesta antes de alcanzar la enzima el
estado estacionario (Sanchez-Ferrer et al.,, 1995). La enzima puede volver a
entrar lentamente al ciclo catalitico (etapas 1-3) mediante el o-difenol obtenido
por reciclaje en las etapas quimicas (etapa 9). El incremento en el nivel de o-
difenol produce una mavor transformacién de monofenol a eo-quinona,
eliminandose el periodo de retardo cuando se produce el nmivel de e-difenol

necesario para mantener el estado estacionario.
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I1. Fenol Hidroxilasa

Fenol hidroxilasa (EC 1.14.13.7) es una monooxigenasa dependiente de
FAD. Las monooxigenasas del grupo de las flavoproteinas se encargan de gran
variedad de procesos bioldgicos entre los gue destacan la detoxificacidn de
farmacos, la biodegradacidon de compuestos arométicos del medio ambiente,
biosintesis de antiidticos v siderdforos, entre otras (Ballou et al., 2005). Esta
reaccion utiliza NAD(P)H y oxigeno molecular como cosubstratos e inserta un
atomo de oxigeno dentro del substrato.

El comunto de reacciones catalizadas por las monooxigenasas
dependientes de FAD implican tres procesos quimicos generales: (A) reducciéon
de la flavina por el NAD(P)H, (B) reaccidn de la flavina reducida con O, para dar
lugar a Cda-flavina (hidro)perdxido, que es el agente oxidante (Figura 1.12), v
(C) unidn, orientacidn v activacion del substrato para su hidroxilacidn por el
Cda-hidroperdxido. Cada uno de estos tres procesos muestra requerimientos
unicos, por lo que no resulta sorprendente que sea necesario mas de un sitio
catalitico.

Se ha descrito la existencia de dos estrategias generales para conseguir que
el sistema funcione de manera dptima. La primera estd constituida por
monooxigenasas dependientes de flavina formadas por un tunico componente,
cuvo modelo es la p-hidroxibenzoato hidroxilasa (PHBH) (Gatti et al., 1994;
Moran et al., 1996; Palfey et al., 1997 v 1999; Brender et al., 2005). En ella se ha
demostrado que el anillo isoaloxacine de la flavina se mueve varios amstrongs,
provocando reestructuraciones en la proteina durante la catilisis. La sepunda
estrategia nsa dos componentes para separar los sitios activos. Asi, utiliza una
proteina como reductasa para catalizar la reduccién de la flavina v otra como
oxigenasa, que utiliza a la flavina reducida como substrato para reaccionar con el
oxigeno e hidroxilar al substrato organico. Estos sistemas formados por dos
componentes deben ser capaces de transferir la flavina reducida desde el
componente reductasa hasta el componente oxigenasa, y estabilizar al intermedio

Cda-peroxiflavina hasta que un substrato se una para ser hidroxilado, sin la
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produccion de H,0O,; todo ello acompaiiado de la oxidacion de la flavina. Por
todo esto, la dindmica de la proteina es muy importante para el éxito en la
catalisis. Se conoce poco acerca de estos sistemas de dos componentes va que no

se parecen ni en la estructura mi en la secuencia a los de un solo componente.

Figura 1.12 Intermedio C4a-peroxiflavina ¥ substrato {p-hidrox ibenzozto) en el centro

activo de p-hidroxibenzoato hidroxilasa {Ortiz-Maldonado et al., 2001).

7. Distribucion de las monooxigenasas dependientes de FAD

Un importante grupo dentro de las monoxigenasas son las flavoproteinas,
que usan el NAD(P)H v el oxigeno molecular como co-substratos. Las
monooxigenasas dependientes de FAD formadas por un unico componente,
como la p-hidroxibenzoato hidroxilasa, juegan un papel importante en la
detoxificacion de suelos al ser capaces de hidroxilar una gran variedad de
compuestos aromaticos vy alifaticos. Una de las primeras estudiadas fue la
salicilato hidroxilasa, descubierta por Katagiri v Yamamoto (1965). Otras
monoxigenasas dependientes de FAD relacionadas con esta enzima presentes en
microsomas de células del higado catalizan la oxigenacidn de una gran variedad
de compuestos, que contienen heteroatomos nucleofilicos de nitrdgeno, azufre,

fosforo v selemo entre otros, incluyendo muchos farmacos, en coordinacion con
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los citocromos P450 (Cashman, 2004). Ademas, estas enzimas regulan la
biosintesis de auxinas en plantas (Zhao et al., 2001). Otras monoxigenasas
dependientes de FAD son la monooxigenasa del escualeno humana que es una
enzima implicada en la regulacidon de la biosintesis del colesterol (Laden et al.,
2000), UbiB, que es una oxigenasa relacionada con la biosintesis de la
ubiquinona (Poon et al., 2000}, v la omitina-N 5-oxigenasa, que se encarga de la
biosintesis de sideroforos en microorganismos (Ambrosi et al. 2000).

Recientemente, se han descrito un gran nimero de monoxigenasas
dependientes de flavina de dos componentes. Este sistema enzimético utiliza una
flavina reductasa para obtener una flavina reducida que o difunde o es
transportada hasta el componente monoxigenasa. Estas oxigenasas de dos
componentes realizan funciones bioldgicas como las descritas para las de un solo
componente,

Pseudomonas ssp. es capaz de metabolizar el fenol y otros derivados
metilados por una fenol hidroxilasa que estd codificada en un plasmido. Esta
fenol hidroxilasa estd formada por seis polipéptidos v todos ellos son necesarios
para que este microorganismo sea capaz de utilizar el fenol como fuente de
carbono (Nordhing et al., 1990).

Fenol hidroxilasa de dcinetobacier radioresistens es otro ejemplo de una
monoxigenasa dependiente de FAD que estd formada por varios componentes.
Esta enzima estd compuesta por un componente oxigenasa, otro reductasa y una
fraccion reguladora. El componente reductasa contiene un FAD y un cluster
hierro-azufre, cuva funcion es la transferencia de electrones desde el NADH al
centro con dos hierros de la oxigenasa (Griva et al. 2003; Divari et al. 2003).

En el caso de Genbacillus thermoglucosidasins, un microorganismo
termofilo que es capaz de crecer a 65 °C, esta enzima estad compuesta por dos
subunidades, denominadas PheAl v PheA2. La subunidad grande (PheAl) tiene
actividad oxigenasa v la subunidad pequefia actividad flavin reductasa. Ambas

proteinas son necesarias para la actividad fenol hidroxilasa (Duffuer et al., 2000).
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8. Propiedades moleculares de oxigenasas dependientes de FAD

La reaccidn catalizada por las monooxigenasas dependientes de flavina se
lleva a cabo, como ya se ha comentado anteriormente, a partir de tres procesos

quimicos generales:

+ Reduccion de la flavina porel NAD(P)H

& Reaccidn de la flavina reducida con el oxigeno molecular para formar el
intermedio Cda-hidroperoxiflavina.

» Unidn, orientacidn y activacion del substrato para su hidroxilacién por el

perdxido.

El mecanismo para transferir la flavina reducida de la reductasa a la
oXigenasa no se comprende perfectamente, aunque investigaciones recientes
sugieren que la mayoria de las flavinas reducidas difunden al componente
oxigenasa rapidamente antes de reaccionar con el oxigeno; de esta forma, los
compuestos hidroxilados aparecen sin produccién de perdxido de hidrogeno
(Galan et al., 2000; Otto et al., 2004; Valton et al., 2006).

La reduccidn de la flavina es un punto critico en la regulacidn de la
catalisis de monooxigenasas de un solo componente, llevindose a cabo
hnicamente en presencia de substrato. Asi, para la mavoria de estas enzimas, la
reduccion es muy poco efectiva en ausencia de substrato. Este control previene el
derroche de NAD(P)H que provocaria la aparicion de peroxido de lidrégeno. Por
el contrario, las monooxigenasas de dos componentes o las de mamiferos no
llevan a cabo esta regulacion (Beaty v Ballou, 1981; Jones v Ballon, 1986; Sheng
et al, 2001). En este caso, el NAD(P}H reduce estas enzimas a la misma
velocidad en presencia o ausencia de substratos, pero el NAD(P) permanece
unido fuertemente. El cofactor flavina reducido unido a la enzima reacciona
posteriormente con el oxigeno para formar el intermedio Cda-peroxiflavina que
es muy estable en ausencia de substrato. Cuando el substrato estd presente, la

reaccidon con el intermedio ocurre muy rapidamente rindiendo el producto
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hidroxilado (Palfey et al., 1995; Palfey et al., 1998). De esta forma, las etapas
que producen el perdxido de hidrogeno v la flavina oxidada se evitan por un
mecanismo completamente distinto al de las monooxigenasas de un solo

compornente.
9. Mecanismo de reaccion de oxigenasas dependientes de FAD

9.1 Monooxigenasas fornadas por un unico componente

La p-hidroxibenzoato hidroxilasa (PHBH) es una enzima extensamente
estudiada v es el paradigma de las hidroxilasas aromaticas de un tnico

componente. Esta enzima cataliza la reaccidon mostrada en la Figura 1.13.

iﬁo_ coa”

N I

[ |+ NADPH '+ OQp——s { i NADP + H,0
f) A o
OH OH

p-hidroxibenzoato 3.4 dihidroxibenzoato

Figura 1.13. Reaccion quimica catalizada por la PHBH (Gatti et al., 1994).

El estudio de la estructura mediante difraccidon de ravos X v los analisis
cinéticos de las formas silvestre v mutantes de la p-hidroxibenzoato hidroxilasa
han revelado tres conformaciones que son importantes en la catalisis (Figura
1.14): 1soaloxacina en conformacion in, owi v open. La conformacion in (o
también llamada ciosed) aisla la flavina del substrato v previene la oxidacidn de
la flavina hidroperdnado a perdxido de hidrogeno v a flavina oxidada. La
conformacidn owui permite el acceso de la isoaloxacina al NADPH para la
reduccidn por transferencia de hidruro al N5 de la flavina (Gatti et al., 1994). La

estructura oper permite la salida y entrada de los substratos y productos. Las
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Figuras 1.14 y 1.15 muestran las diferentes conformaciones que se producen

durante la catélisis.

Figura 1.14 Conformacion de flavina en la PHBEH. Conformacion in en azul;

conformacion opes en verde ¥ conformacion out en rojo. (Brender et al., 2003).
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Figura 1.15. Conformaciones de la PHEH importantes para la catilisis. Arriba, conformacion
open, sin ligando unido; medio, conformacion in, con p-hidroxibenzoato unido; abajo,
conformacion owt, con el inhibidor competitivo 2,4-dihidroxibenzoato unido. La superficie
mostrada como una malla oscura representa la porcion del sitio activo de la enzima que es

accesible al solvente (Ballou et al., 2005).
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El proceso catalitico comienza en el estado E (Figura 1.16), un equilibrio
dindmico entre las conformaciones open e in. La conformacion open, permite la
umén del p-hidroxibezoato (PHB) para formar el complejo ES (k), v la umon del
substrato desplaza el equilibrio a la posicidn closed. Estos pasos suceden tan
rapidamente en condiciones fisioldgicas que no pueden ser medidos usando
métodos discontimios. El balance termodinamico de este equilibrio es critico para
la catalisis. Asi, la variante Alad5Gly no une al substrato rapidamente va que el
volumen mas pequefio del residuo de la glicina estabiliza fuertemente la
conformacidn in inhibiendo el paso a la conformacion opesn, necesaria para la
umén imcial del substrato. Sin embargo, la variante Alad5Val, favorece a la
estructura open porque el espacio adicional ocupado por la cadena lateral de la
valina impide el paso a conformacidn in. Esta variante permite una unidn muy
rapida al substato, aunque esta union es mas débil va que la conformacion ir, que
es necesaria para acomodar perfectamente el complejo proteina-substrato, esta
desfavorecida. De esta forma, podria decirse que la union al substrato es como
minimo, un proceso de dos pasos, con una umidén imicial seguida de un
reordenamiento en la conformacion in.

La presencia de substrato aumenta en 10° veces la velocidad de reduccién
de la flavina por el NADPH. Cuando el substrato aparece, la unién del NADPH
(k;) provoca la transicidn al estado o, produciéndose la reduccion (ks) (Entsch
et al., 2005). Este fenémeno constitnye un método para evitar la produccidn de

especies de oxigeno muy reactivas en ausencia de substrato.
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Figura 1.16 Ciclo catalitico de la p-hidroxibenzoato hidroxilasa (Entsch et al., 2005).

PH 0

P

H
i
'
i
!
:
e

Ky
NADP+
N
N H\rﬁﬁ
I 1 y NH
0

Esteban Orenes Pifiero

39



Introduccion

El uso de estudios espectrales y ciméticos de la varante His72Asn
muestran que hay una red de protones que controlan el rapido movimiento de la
ispaloxacina de la conformacidn in a la et permitiendo su rednccidn (Frederick
y Palfey, 2005; Palfey et al., 2002). Esta red de protones, ilustrada en la Figura
1.15, permite la desprotonacidn rapida del grupo fendlico del substrato; de esta
forma, el fenolato resultante interacciona con la proteina (Figura 1.17) para
iniciar un cambio conformacional que mueve a la 1soaloxacina a la posicion oud.
La mutacién de cualquiera de estos residuos que forman la red de protones
impide la catalisis.

Tras la reduccion v pérdida del producto NADP (ky4), la isoaloxacina
amodnica vuelve de nuevo a la posicion i, en la que puede reaccionar
eficientemente con el oxigeno molecular (ks) para formar el Cda-hidroperoxi-
FAD (I). Este movimiento de wvuelta a la posicidn iz es provocado por la
presencia de un campo electrostatico positivo que atrae al anién FADH (Moran
et al.,, 1997). Este reordenamiento conformacional es el paso critico para una
catalisis dptima. La conformacion in secnestra la flavina del medio de reaccidn y
la posiciona dptimamente para llevar a cabo la hidroxilacidn del substrato.

La 1soaloxacina anidnica reducida reacciona con el oxigeno molecular (ks)
para formar, en un principio, Cda-flavin perdxido, pero este perdxido tiene una
pKa alta v rapidamente coge un proton del substrato fendlico, dando higar al
Cda-hidroperoxido que es mas electrofilico v a un substrato fendlico més
nucleofilico (kg). Asi, se obtiene la forma dienona del producto v el alcédxido
Cda-flavina (Ortiz-Maldonado et al., 1999). La formacion del fenolato que activa
al substrato mediante ataque electrofilico es catalizada por la misma red de
protones que se usa para la reduccidn de la flavina (Ortiz-Maldonado et al.,
2004).

La rearomatizacidn de la dienona (k) da ligar a la aparicion del producto
3 4-dilidroxibenzoato, v la Cda-hidroxiflavina. En este punto, el producto es
ionizado como el fenolato, lo que probablemente favorece el cambio a la

conformacidn open, de manera que el producto puede disociarse.
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Figura 1.17 Estructura de la PHBH en la posicidn iz mostrando la red de puentes de

hidrégeno {Ballou et al., 2005).

En resumen, se podria decir que no resulta sorprendente que el proceso de
catalisis en reacciones tan complejas como éstas, requiera cambios
conformacionales tan significativos tanto en la proteina como en la flavina junto
a intercambios de protones. Aungue la termodinamica de la reaccidon completa de
hidroxilacién es favorable, es necesario que los cambios conformacionales se
produzcan de forma ordenada para que la reaccion progrese. Con este ejemplo se
puede observar claramente que una vez iniciado el proceso, los pasos siguientes

se producen siguiendo un “efecto domind™.

9.2 Monooxigenasas formadas por dos componentes

Como va se ha comentado con anterioridad, estos dos componentes tienen

dos funciones diferentes: una primera oxigenasa, v una sepunda reductasa.
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Las hidroxilasas formadas por varos componentes usan el mismo
esquema cinético basico que el discutido anteriormente (Figura 1.16). E1 FADH-
se une a la oxigenasa vy reacciona con el oxigeno formando una flavina-Cda-
hidroperdxido, que posteriormente lmdroxila al substrato rindiendo el producto v
la flavina-Cda-hidréxido. El agua se elimina de la flavina-lndréxido para
completar la catalisis. Al contrario de lo que sucede en las flavoprotein
monooxigenasas de un sdélo componente, tras la disociacion del producto, el FAD
debe ser liberado de la oxigenasa, pasar a la fraccidn reductasa v ser reducido
para comenzar el ciclo catalitico. Aunque el proceso quimico es parecido, la
regulacidn de la reaccion completa es mmy diferente a la discutida anteriormente
(Figura 1.16).

En general, podria decirse que la regulacion de la catalisis se produce por
los niveles de oxigenasa presentes en la célula. La concentracion de oxipenasa es
mayor que la cantidad de flavina disponible en la céhula (Louie et al., 2003). Por
lo tanto, la mayor parte de la flavina presente se encuentra unida a la oxigenasa,
ya sea como Cda-flavin hidroperdxido o como flavina oxidada. El secuestro de la
flavina 1impide que la reductasa produzea rapidamente flavinas reducidas en
forma de aniones libres que podrian reaccionar con el oxigeno molecular
generando especies de oxigeno altamente reactivas.

Los experimentos in viiro, normalmente se realizan usando exceso de
flavina libre para asegurarse de que hay suficiente flavina para un
funcionamiento optimo de la reductasa. Bajo estas condiciones, se da lugar a la
formacion de grandes cantidades de perdxido de lidrogeno. fr vivo, al no haber
apenas flavina lhibre en la célula, el acoplamiento de la hidroxilacion es mucho
mejor. Se ha demostrado que la reaccidn completa es mas eficiente cuando la
concentracion de flavina es méas baja que la del componente oxigenasa.

Un ejemplo de monooxigenasa dependiente de FAD formada por dos

componentes es la fenol hidroxilasa.
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9.3 Fenol hidroxilasa de Geobacillus sp.

9.3.7 Estrucitura v Aciividad

Esta enzima es un ejemplo de una flavoproteina hidroxilasa formada por
un componente oxigenasa y otro reductasa. La proteina con actividad reductasa
estd unida muy fuertemente a una molécula de FAD, que achia como cofactor.
De esta manera, es una flavoproteina gue reduce al FAD. Recientemente, se ha
demostrado que la conversion de fenol a catecol llevada a cabo por este
microorganismo termofilico estd catalizada por dos proteinas codificadas por los
genes phed ] v phe A2 (Duftner et al., 2000).

El componente oxigenasa, llamado PheAl, es mas grande, tiene una masa
molecular de 57 kDa y muestra una importante identidad de secuencia con los
componentes oxigenasa de la 4-hidroxifenilacetato 3-monooxigenasa de
Escherichia cofi W (Galan et al., 2000} v 2,4,6-triclorofenol 4-monooxigenasa de
Pseudomonas pickeitii (Takizawa et al., 1995).

El componente reductasa, llamado PheA?2, tiene una masa molecular de
17.8 kDa v muestra identidad en la secuencia con numerosas flavin reductasas.
Datos bioguimicos recientes muestran que PheA2 cataliza la reduccidon
dependiente de NADH de las flavinas libres de acuerdo con un modelo catalitico
ping-pong bisubstrato-biproducto (Kirchner et al., 2003). Las flavinas reducidas
asi sintetizadas, reaccionan con PheAl, gue cataliza la o-hidroxilacidn de los
compuestos fenolicos.

Hasta el momento, no hay datos sobre la estructura de la subunidad grande
en las monooxigenasas dependientes de flavina formadas por dos componentes.
Sin embargo, un estudio ha permitido conocer la estructura tridimensional de la
flavin reductasa PheA?2 procedente de Geobacillus thermoglucosidasius (van den
Heuvel et al., 2004). Basandose en los datos cristalograficos, la espectrometria de
masas con electrospray v los estudios de umén con fluorescencia, se puede

concluir que la flavin reductasa PheA?2 contiene una flavina como cofactor y un
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sitio de umon adicional para el NADH vy la flavina substrato, que se alternan
durante la catélisis.

La estructura secundaria de la flavin reductasa consiste en once laminas-§
y tres a-hélices. El nucleo de la PheA2 esta formado por 6 laminas-f3
antiparalelas en forma de barnil, con una ¢-hélice en un extremo que contacta con
el ribitil fosfato de la molécula de FAD (Figura 1.18). Estas laminas
antiparalelas son una permutacion circular del dominio de nnidn a la flavina de

la superfamilia de la ferredoxina reductasa (Murzin, 1998; Karplus et al., 1991).

Figura 1.18 Modelo con rayos X de la PheA2 ¥ 1a union del FAD ¥ NAD con la
enzima. (A) Representacion del dimero de la Phe A2 en vista perpendicular. Los dos monodmeros
estan en verde ¥ rojo. El cofactor FAD estd representado mediante bolas y bastones. (B)
Representacion de la forma de unidn del NAD y del FAD reducido a la PheA2. A la izquierda el
NAD ¥ ala derecha el FAD (van der Heuvel etal., 2004).
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La molécula de FAD en el componente PheA?2 estd umda en un amplio
surco de la proteina al anillo 1soaloxacino posicionado en la imnterfase del dimero
(Figura 1.18). La cara si del anillo isoaloxacino del FAD estd enterrada v en
contacto con la lamina Py; al contrario, la cara re esta completamente expuesta al
medio (Figura 1.19). La parte 2. 4-pirimidinadiona del anillo isoaloxacino forma
una extensa red de puentes de hidrégeno con la cadena principal de los residuos
Asn-34, Ala-35, Ser-49 v Gly-51 v una molécula de agua (Figura 1.19B). Més
aun, el atomo de nitrogeno de la Asn-34 estd unido mediante puente de
hidrégeno al N5 del FAD. La porcion dimetilbenceno del anillo isoaloxacino esta
situiada en un bolsillo hidrofébico formado por Ala-33, Ala-83 v Phe-143. La
fraccidon pirofosfato del FAD estd unida por puentes de hidrégeno a la cadena
principal de los residuos Thr-32, Lvs-55 v Met-56 v dos moléculas de agua. La
adenina v la ribosa del FAD también forman puentes de hidrégeno con Val-28 v
Asn-81. Teniendo en cuenta todas estas interacciones se puede decir que la
molécula de FAD esta estabilizada por once puentes de hidrégeno con la proteina
y cuatro puentes de hidrogeno potenciales con dos moléculas de agua, v que la
cara re del anillo isoaloxacino estd expuesto al medio de reaccidn (Vadas et al.,
1999), Sdlo uno de los puentes de hidrogeno que interacciona con la proteina se
encuentra en la cadena lateral (Asn-81); el resto de los puentes de hidrogeno se
producen con la cadena principal de los atomos (Filisetti et al., 2003).

El modo de umén observado entre el FAD v PheA2 sugiere que la
estructura dimérica de esta proteina es esencial para la unidn de la flavina. De
hecho, el sitio del FAD estad vuxtapuesto a la interfase del dimero. Ademas, al
contrario que otras reductasas de este grupo, la unidn con el FAD es fuerte (Chin

et al., 2001).
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Figura 1.1% Unién del cofactor FAD con PheA2. (A) El sitio de union del FAD a
PheAZ se encuentra de manera que la cara #e del anillo ispaloxacino estd expuesto al solvente.
{B) Esquema de los puentes de hidrogeno entre FAD ¥ PheA2. Los puentes de hidrogeno
potencizles entre el FAD ¥ la proteing, ¥ entre el FAD ¥ el agua, se muestran con lineas

discontinuas {van der Heuvel et al., 2004).
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Diferentes estudios cinéticos han mostrado que la afinidad de esta enzima
es 50 veces mayor al NAD frente al NADP como coenzima en la transferencia
del grupo hidndo (Duffner et al., 2000). El NAD esta umdo a la proteina en un
amplio surco v adopta una conformacion plegada muy compacta con el anillo
nicotinamida asentado sobre la adenina de forma casi paralela a la cara re del
anillo isoaloxacino del FAD. La distancia entre ambas permite la transferencia
del grupo hidrido entre el NADH v el FAD (Bell et al., 1997).

El NAD forma unos pocos puentes de hidrégeno con las moléculas de
agua presentes en el surco (Smith v Tanner, 2000) (Figura 1.20). Este bajo
numero de interacciones entre la proteina v el NAD, concuerda perfectamente
con la baja afinidad que se observa en los estudios cinéticos (Kirchner et al.,

2003).

Figura 1.20 Esquema del patron de puentes de hidrogeno entre PheA2 ¥ NAD. Los
puentes de hidrdgeno potenciales entre el NAD y la proteina estin ndicados con linea

discontinua {van der Heuvel et al., 2004).
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3.3.2 Mecanismo de accidn

Para que la actividad enziméatica, es decir, la lndroxilacién de compuestos
fendlicos se produzca, es necesaria la actuacién de los dos componentes de la
enzima. El peguefio componente PheA2, abastece de FAD reducido a la
subunidad grande (PheAl). La hidroxilacion de los compuestos fendlicos por
parte de la subumdad grande depende tnicamente de FADH,. Sin embargo, la
subunidad peguefia puede reducir casi con la misma eficiencia catalitica FMN v
riboflavina. Todos los datos cinéticos apuntan a que el mecanismo para la
reduccion del FAD en el componente reductasa de la fenol hidroxilasa es una
cinética ping-pong bisubstrato-biproducto (Kirchner et al., 2003).

Una consecuencia fundamental de este mecanismo de accidén es que el
NAD producto se hibera antes de que la flavina substrato se una a la subumdad
PheA2. De acuerdo con el mecanismo de accidn propuesto, el NAD oxidado se
liberaria v la flavina substrato entraria en la enzima. El modelo cristalografico de
la PheA?2 existente hasta el momento revela claramente que la union del FAD
substrato al cofactor FAD complejado a PheA2 sdlo es posible en el hueco del
sitio activo para la unidén del NADH. Esto es posible porque el anillo
ispaloxacino de la flavina substrato puede adoptar una conformacion plegada
cataliticamente activa contra la cara re del anillo isoaloxacino del FAD cofactor
sin movimientos forzados mi impedimentos estéricos. Por analogia con la
conformacion plegada del NAD, la flavina substrato deberia adoptar un
plegamiento similar al encontrado en el FAD unido a la DNA fotoliasa. Esto
crearia un microambiente protegido del solvente para una transferencia
electronica dptima (Park et al., 1995; Tamada et al., 1997).

Teniendo en cuenta los datos cristalograficos v de la espectrometria de
masas, parece claro que PheA2 contiene un cofactor FAD v un sitio de unién
dual para el NADH vy la flavina substrato, v que estas dos moléculas alternan
durante la catalisis. Posiblemente, la afinidad de la unidén al FAD substrato

dependa del estado redox del cofactor FAD unido a la enzima.
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A pesar de estos conocimientos sobre fenol hidroxilasa, esta enzima nunca
ha sido utilizada para la sintesis de compuestos difendlicos de interés comercial,
como pueden ser los antioxidantes namrales, quizas por el requerimiento de
moléculas tan caras v ldbiles como el FAD" v NAD™. Por esta razdn, una parte
importante de la presente tesis doctoral se centra en la purificacion vy
caracterizacion de sistemas enzimaticos con potencial aplicacidn para la sintesis
de esos compuestos difendlicos.

A modo de resumen de esta introduccion podemos decir que, a pesar de la
existencia de distintos enzimas (polifenol oxidasa/tirosinasa v fenol hidroxilasa)
con capacidad o-hidroxilante de fenoles v de su amplio conocimiento cinético v
estructural, no se han descrito procesos biocataliticos eficientes para la obtencion
de o-difenoles. Su estudio sera, por tanto, objeto de esta memoria de tesis

doctoral.
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La presente Tesis Doctoral plantea como objetivo general:

e La purificacién v caracterizacidn de sistemas enziméaticos capaces de
realizar la bioconversién de monofenoles en sus correspondientes

n-difenoles.

Para la consecucién de este objetivo general se plantean los siguientes

objetivos parciales:

e Purificacion de polifenol oxidasa de membrillo (Cydonia oblonga) para

obtener un extracto enzimatico estable v claro.

¢ Caracterizacion cinética de polifenol oxidasa de membrillo obtenida a
partir de su purificacidn tanto en la actividad monofenolasa como en la

difenolasa.

¢ Purificacion de tirosinasa de Streptomiyces antibioticws mediante un
método que permita elimnar facilmente la gran cantidad de pigmentos

oscuros del caldo de cultivo.

s Caracterizacion cinética de tirosinasa de Streplomyces aniibioticus tanto

en su actividad monofenolasa como en la difenolasa.

¢ Inmovilizacion de polifenol oxidasa procedente de membrillo v de
Tirosinasa de S. antibioticus en diferentes soportes para la bioconversion

de los monofernoles en difenoles.

o Clonacién v expresion de la fenol hidroxilasa de Geebacillus

thermoglucosidasins en E. coli.
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s Comparacidn de la eficiencia v estabilidad operacional de los distintos
enzimas purificados v clonados sobre substratos monofendlicos para la

obtencion del correspondiente o-difenol.
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1. Fuentes enzimaticas

Las diferentes enzimas empleadas en esta tesis fueron obtenidas de:

a) Membrillo (Cydonia oblonga), de la variedad Gigante de Vrama,
cultivado en Don Benito (Solvefruit 5.L., Badajoz, Espafia) en el caso de
polifenol oxidasa (PPO). Las frutas fueron compradas en un supermercado local.
Los membrillos fueron pelados, para su estidio, justo antes de su
homogeneizacion v su piel fue desechada.

b} Strepiomyces antibioticus ATCC 14888 (American Type Culture
Collection, EEUU) como fuente de tirosinasa. El microorgamsmo se cultivo en el

medio MMY agar durante 24 horas a 30 °C. Este medio esta compuesto por:

Extracto de malta 1%

Extracto de levadura 0.4%
Maltosa 0.4%
Agar 1.5%

Tras el aislamiento de una colonia v con el fin producir tirosinasa, el

microorganismo se incubd en medio GYM, cuva composicion es:

Extracto de levadura 10 g/L.
Extracto de malta 10 g/L.
Glucosa 5 g/LL
Cloruro calcico 1 g/l
Sulfato férrico 1 g/l
Sulfato de zinc 1g/LL
Sulfato de cobre 0.5 g/L.
Sulfato de manganeso 3 g/
Potasio dihidrogeno fosfato 6.8 g/L.
pH 7.2
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La ghicosa debe autoclavarse separada de las sales, para ewvitar su
caramelhzacidn.

c) Geobacillus thermoglucosidasins DSM 2542 (Deutsche Sammbhing von
Mikroorgamsmen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Alemania) como
fuente de fenol hidroxilasa. El microorganismo se cultivd durante 18 horas a
65 °C en un bafio termostatizado (Unitronik 320, Selecta, Barcelona, Espafia) con

agitacion continua en el medio “*HF” compuesto por:

Almiddn soluble 1 g/l
Peptona 5 e/l
Extracto de carne 3o/l
Extracto de levadura 3g/L
Potasio dihidrogeno fosfato 3 g/l
pH 7.0

Todos los cultivos bacterianos, fueron almacenados a —80°C en un
ultracongelador (UltraLow MDFU3086, Sanvo Electric, Japdn) en forma de
glicerol stock (40% glicerol), excepto las placas de 96 pocillos que se guardaron

en glicerol al 30%.

2. Reactivos y cepas

Los substratos de tirosinasa/PPO (p-cresol, dopamina, feri-butilcatecol, 4-
metilcatecol), los inhibidores (acido cindmico, L-mimosina, tropolona, acido
ascarbico, metabisulfito); los substratos de la fenol hidroxilasa (fenol, tirosol),
inhibidores de proteasas, isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG),
ampicilina, kanamicina, marcadores de peso molecular, albtimina de suero
bovino vy acido gélico para la realizacién de rectas patrén, bromuro de etidio se
compraron a Sigma (Sigma Espafia, Madnd). Las sales v los tampones
imorganicos, asi como el glicerol, Triton X-114 v PEG-8000 se adquirieron de

Fluka (Sigma Espafia, Madnd). Los reactivos para la electroforesis v
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determinacion de proteinas fueron obtenidos de Bio-Rad (Bio-Rad Espafia,
Valencia). Los disolventes organicos para el HPLC se compraron a Analisis
Vinicos (Tomelloso, Espafia). El agna nsada se purificd a través de un sistema
Milli-QQ de Millipore (Madnd, Espafia). Los medios de cultivo fueron adquindos
a Conda Laboratorios (Madrid, Espafia).

Las enzimas de restriccidn, fosfatasa alcalina v T4 DNA ligasa se
adquirieron de Fermentas (Need, Valencia, Espafia). Las enzimas DNA
polimerasa v los olidodesoxirribonucledtidos especificamente disefiados para
fenol hidroxilasa de G. thermoglucosidasins se compraron a Roche (Roche
Espafia, Barcelona). Los vectores de clonacion v de expresion fueron adquiridos
de Stratagene (Cultek SL, Madnd, Espafia) v Novagen (BioNova Cientifica S.L.,
Madrid, Espafia), respectivamente. Las cepas bacterianas de Escherichia coli
usadas para clonar (DH5w) v expresar (Rosetta) las enzimas recombinanies,
fueron adquiridas de Invitrogen (Invitrogen S.A., Barcelona, Espafia) v Novagen
(BioNova Cientifica S.L., Madrid, Espafia), respectivamente.

Los kits de Biologia Molecular empleados para la extraccion del
gendmico, la purificacidén de los fragmentos amplificados por PCR, extraccion de
geles de agarosa, minipreps, maxipreps, etc., fueron comprados a Qiagen (Izasa,

Barcelona, Espafia).

3. Herramientas bioinformaticas

Las secuencias de nucledtidos de los genes fueron obtenidas de la base de
datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI:
http/fwww.nebi.nlm.mhb.gov/). La sintesis de los oligodesoxirribonucledtidos se
realizdé con la ayuda del programa Oligonucleotide Properties Calculator

(http:/fwww . basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html). El estudio de la

secuencia del gen, asi como la realizacidn de la carta de restriccidn, se llevd a

cabo gracias a la pagina web de Infobiogen (http://www.infobiogen.fr/). El

analisis de homologia de las secuencias se realizé usando el programa ChistalW

(http:/npsa-pbil.ibep. /).
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Para la obtencion de los parametros cinéticos de las tirosinasas de
Streptomyces v membrillo, asi como las constantes de unmidn de las ciclodextrinas
a los substratos v a los inhibidores se utilizé el programa SigmaPlot para

Windows (v 8.0, SPSS Inc., Chicago, EEUU).

4. Extraccion y purificacion de PPO de Membrillo

Los membrillos fueron lavados y pelados a mano. Una muestra de 100
gramos fue homogenizada en 100 mL de tampén fosfato sdédico 100 mM pH 7.3
al 4% (p/v) de Triton X-114. El homogenizado se filtrd a través de cuatro capas
de gasa, v el filtrado fue sometido a una particion de fases inducida por
temperatura. La mezcla se mantuvo a 4 °C durante 10 minutos, v posteriormente
fue calentada hasta 37 °C durante 15 minutos. De este modo, la solucion se
volvié turbia de forma espontanea, debido a la formacidn, agregacion vy
precipitacion de gran cantidad de micelas del detergente que contenian las
proteinas hidrofdbicas v los compuestos fendlicos. Esta solicidn turbia, se
centrifugd a 10000g durante 15 minutos a 25 “C. Después de que el precipitado v
la fraccion rica en detergente fueran descartados, el sobrenadante pobre en
detergente v de color oscuro (extracto enzimatico crudo) se sometid a una nueva
particion de fases inducida por la temperatura para eliminar los fenoles restantes.
Para ello, se afladié de nuevo Triton X-114 hasta una concentracion del 6% (p/v),
vy la mezcla se mantuvo en agitacién a 37 °C durante 15 minutos. Tras la
centrifugacion de la muestra a 10000g durante 10 minutos a 25 °C, el
sobrenadante con 6% (p/v) de Triton X-114, que aiun permanecia oscuro v que
contenia la PPO soluble de membrillo, fue sometido a un nuevo sistema de
particidn de fases basado en PEG-8000 (5% p/p) en tampon fosfato potasico pH
7.0. Después de que la solucidn fuera apitada durante 15 minutos a temperatura
ambiente, se centrifugd nuevamente a 10000g durante 10 min a 25 °C. La fase
superior oscura rica en PEG-8000 fue descartada, v la fase clara rica en fosfato
que contenia la polifenol oxidasa de membrillo fue sometida al 30% de

saturacion de sulfato amonico con agitacidn continua a 4 °C. Tras una hora, se
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centrifugd la solucién a 60000¢ durante 30 minutos a 4 °C, v se descartd el
precipitado. Al sobrenadante, se le afiadié sulfato amoémico hasta el 75% de
saturacion, se agitd y centrifugd en las mismas condiciones que el paso anterior.
El sobrenadante de esta ultima centrifugacion se elhimind, v el precipitado se

resuspendid en el minimo volumen de agua posible.

5. Extraccion y parificacion de Tirosinasa de S. antibioticas

Streptomyces antibioticus se crecid en 1 L de medio GYM dentro de
matraces de 2.5 L (Tunair Flaks, Sigma) con agitacién continua a 150 rpm
durante 18 horas a 30 °C. Tras las 18 horas, el cultivo se centrifugo a 10000g. El
medio que contenia la tirosinasa extracelular, se sometid a una particion de fases
mediante un sistema acuoso basado en PEG-8000 (5% p/p) en tampodn fosfato
potasico pH 7.0. Después de que la solucion se agitara 15 minutos a temperatura
ambiente, se centrifugd a 10000¢ durante 10 minutos a 25 °C. La fase oscura rica
en PEG (20% del volumen total) se descartd v la fase clara rica en fosfato que
contenia la tirosinasa de Strepiomyces aniibioticus se llevd al 60% de saturacidn
con sulfato amdnico, bajo agitacion continua a 4 °C. Tras una hora, la solucion se
centrifugd a 60000 durante 30 minutos a 4 °C. El precipitado que contenia la
actividad tirosinasa fue recogido vy disuelto en el minimo volumen de agua

posible.

6. Inmovilizaciones de PPO/Tirosinasa

0.1 fnmovilizacion binaria en esferas de alginato

La inmovilizacion binaria de la tirosinasa de Sireptomyces aniibioticus vy
de la polifenol oxidasa de membrillo (Cydonia oblonga) en esferas de alginato se
llevo a cabo segiin el siguiente procedimiento. La solicion enzimatica obtenida a
partir de los precipitados de sulfato amédnico resuspendido en el minimo volumen

de agua se afladid a una solucidn de alginato sodico (95 mL 1% pfv). Esta mezcla
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se trasvasd gota a gota a una solucidon de cloruro de calcio 0.27 M. Como
resultado de este procedimiento, la enzima quedd atrapada en las esferas de Ca**-
alginato. Las esferas con la enzima inmovilizada se lavaron dos veces con agua
destilada v se guardaron en una solucion 0.027 M de cloruro de calcio a 4 °C
durante 24 horas. Después de este periodo, se produjo la modificacion de la
superficie de las esferas con epicloridrina. Esta modificacion se realiza para que
la enzima pueda unirse no sélo al interior de las esferas de alginato, sino también
a su superficie v se llevd a cabo como se explica a continuacion: 50 g de esferas
de alginato se afiaden a 50 mL de sohicion de epicloridrina, v se dejan agitando a
temperatura ambiente durante 12 horas. Tras este periodo de tiempo, se descarta
esta solucidn v las esferas se ponen en contacto con nueva solucidn enziméatica en
agitacion continua durante otras 12 horas. Asi, la enzima se une covalentemente

a la superficie de las esferas.

0.2 Inmovilizacion binaria en hidrogeles

En esta proceso, la enzima se immoviliza en el interior de hidrogeles de
poli(acrilamida-co-acido acrilico), seguida de la inmovilizacidn de mas enzima a
través de los grupos amino que son activados por la epicloridrina. En 20 mL de
agua destilada se afiaden 2.85 g de acrilamida, 2 mL de acido acrilico, 0.15 g de
bisacrilamida, 10 mg de persulfato aménico, la solucidn enzimatica v el TEMED
(1 mL). La mezcla se agita v se vierte a una placa Petri donde solidifica. Una vez
sohfificada, se corta en cubos de 1gual tamafio v se dejan en agua destilada a 4 °C
durante 1 hora. Tras realizar dos lavados de los cubos de hidrogel, se realiza la
modificacidén de la superficie de los cubos mediante epicloridrina como en la

inmovihzacion de esferas de alginato.

0.3 Inmovilizacion en membrana hidrofilica

La inmovilizacidn se realizd en una membrana de nitrocelulosa que se

dejd una noche en agua destilada. Cada membrana se sumerge en 10 mL de la
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sohicion enzimatica v se deja 1 hora a 4 °C. Seguidamente, se le afiade sohicion
de glitaraldehido hasta una concentracion final del 1% v se mantiene 30 min
para la fijacion de la enzima al soporte. Pasado este tiempo, las membranas se
lavan con tampon fosfato 50 mM pH 7.0 v se guardan para su posterior

utilizacion.

7. Obtencion de Fenol Hidroxilasa recombinante

La extraccion del DNA gendmico para la amplificacion del gen de la fenol
hidroxilasa de Geobacillus thermoglucosidasius se realizéd mediante el kit
DNeasy de (Q1agen (Izasa, Barcelona, Espafia).

La enzima recombinante se obtuvo mediante amplificacion de los genes
por PCR (Minicycler MJ Research, EEUU) usando 2 pargjas de primers
diferentes. La primera pareja de primers se utilizd para clonar los genes con el
promotor del sistema pET, inducible por isopropyl3-D-thiogalactopyranoside
(IPTG):

OL96 (CGGATCCATGAAAGATATGATGAATGGC).

OL97 (CCTTAAGTTAGCTCGACGTCTCCACTTT).

Las condiciones de PCR fueron las siguientes:

1) 95°C 2 min

2) 95°C 30 seg

3) 52°C 30 seg

4y 72°C 2 min 20 seg

5) Repeticion de los pasos 2-4 (5 veces més).
6) 95°C 30 seg

7y 55°C 30 seg

8) 72°C 2 min 20 seg

9) Repeticion de los pasos 6-8 (2 veces mas).

10) 95 °C 30 seg
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11) 58 °C 30 seg

12) 72 °C 2 min 20 seg

13) Repeticidn de los pasos 10-12 (2 veces més).
14) 95 °C 30 seg

15)61°C 30 seg

16} 72 °C 2 min 30 seg

17) Repeticidn de los pasos 14-16 (17 veces mas).
18} 72 °C 10 min.

Con la segunda pareja de primers se obtuvo un fragmento mayor, que
ademas de los genes anteriores, tenia 340 pb adicionales aguas arriba del gen

phedl, que corresponden al promotor propio del gen de fenol hidroxilasa:

OL126 (CCGGATCCCTGCGCGGGGCGGATGTGATT).
OL127 (CCGGATCCTTAGCTCGACGTCTCCACTTTTTCG).

Las condiciones de PCR fueron las siguientes:

1) 95°C 2 min

2) 95°C 30 seg

3y 57°C 30 seg

4y 72°C 2 min 40 seg

5) Repeticion de los pasos 2-4 (5 veces mas).
6) 95°C 30 seg

7y 60 °C 30 seg

8) 72°C 2 min 40 seg

9} Repeticion de los pasos 6-8 (2 veces mas).
10) 95 °C 30 seg

11) 63 °C 30 seg

12) 72 °C 2 min 50 seg

13) Repeticidn de los pasos 10-12 (2 veces mas).
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14} 95 °C 30 seg

15) 66 °C 30 seg

16) 72 °C 2 min 30 seg

17) Repeticion de los pasos 14-16 (2 veces mas).
18) 95 °C 30 seg

19} 69 °C 30 seg

20) 72 °C 3 min

21) Repeticion de los pasos 18-20 (14 veces mas).
22y 72°C 10 min.

Los fragmentos amplificados se clonaron en el vector de clonacion pBSK”
v los plasmidos resultantes se usaron para transformar células competentes de £
cofi DH5a. Mediante el uso de kits comerciales se obtuvo suficiente DNA
plasmidico para realizar analisis de restriccidon enziméatica v secuenciar el gen en
un equipo ABI Prism 310 ( Applied Biosystems, Foster City, EEUU).

Este gen se subclond en el vector pET28a". La clonacién se realizé con el
promotor del sistema pET, v con el promotor propio del gen fenol hidroxilasa de
G. thermogfucosidasius, para evitar el uso de [IPTG, que es téxico para la célula v
muy caro para su uso comercial. Estos constmictos se utilizaron para transformar
céhilas competentes de £. cofli Rosetta. Las células transformadas se sembraron
en placas con medio Luria-Bertani (LB} agar con kanamicina (50 yug/mL). El

medio LB tiene la siguiente composicion:

Cloruro sadico 10 g/L.
Triptona (digerido pancreatico de caseina) 10 g/L.
Extracto de levadura 5 g/L.
pH 7.0

Los clones positivos se picaron v transfirieron a placas de 96 pocillos para

llevar a cabo los experimentos de crecimiento a 37 °C durante 12 horas en 200

ul. de caldo LB con kanamicina (50 pg/mL), rellenadas con un dispensador de
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placas (pFill, Biotek, EEUU). La placa madre de cada experimento se replicd
mediante un replicador de placas de 96 pocillos (V & P Scientific, EEUU) v se
realizd un glicerol stock (30%) que se guardd a —80 °C. La placa réplica se dejd
incubando toda la noche a 37 °C v los clones se indujeron con IPTG 1 mM
durante toda la noche a 30 °C, para la sobreproduccién intracelilar de la enzima
recombinante.

Las células de £. cofi Rosetta inducidas, se recolectaron por
centrifugacion a 1700g durante 20 minutos en una centrifuga de microplacas
Sigma 2-16 K (Sigma, Alemania) v se resuspendieron en medio LB kanamicina
nuevo con 5 mM de monofenol. Tras nueve horas, las células transformadas se
volvieron a centrifugar a 1700g durante 20 minutos, v los sobrenadantes de cada
pocillo (conteniendo los difenoles) se transfirieron a una nueva microplaca con
una pipeta multicanal para la medida de actividad.

Los mejores clones obtenidos (los que presentaron una mayor actividad)
se seleccionaron v subcultivaron de la placa madre a matraces de 250 mL, para
llevar a cabo los experimentos de crecimiento a 37 °C en 50 mL de caldo LB con
kanamicina. Tras el crecimiento de los microorganismos, se indujeron con IPTG
1 mM toda la noche a 30 °C, para la sobreproduccidn de enzima recombinante.

La produccion de fenol hidroxilasa de G. thermoglucosidasius a mayor
escala se realizd en matraces de 2.5 L. (Tunair Flaks, Sigma). El crecimento, a
partir de la placa madre, v tras varios subcultivos, se llevd a cabo durante 12
horas a 37 °C en 1 L. de medio Terrific Broth (TB) con kanamicina (50 pg/mL),
con una agitacion de 150 rpm en un agitador orbital (Certomat, MO Braun

Biotech, Alemania). La composicion de este niltimo medio es:

Extracto de levadura 24 g/LL
Triptona 12 /L.
Fosfato dipotésico 12.5 /L.
Fosfato monopotasico 2.3 g/LL
Glicerol 4 mL/L
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La induccion de fenol idroxilasa se realizo con 1 mM de IPTG a 30 °C
durante toda la noche. Las células se recolectaron por centrifugacidn a 6000g
durante 20 minutos (Optima LE-80k Ultracentrifuge, Beckman Coulter,
Fullerton, EEUU)} v el pellet celular se lavo dos veces en tampon fosfato 50 mM
pH 6.4, Tras este lavado, las células se resuspendieron en el mismo tampon con
inhibidor de proteasas libre de EDTA (Roche Espafia, Barcelona) para evitar la
degradacion de la enzima. Las céhilas se rompieron con perlas de vidrio, usando
un disruptor celular tipo BeadBeater, (Hamilton, Washington, EEUU). Los restos
cehilares se eliminaron por centrifugacion a 10000¢ durante 20 mimitos v el
sobrenadante se sometid a ultrafiltracion tangencial.

El método de ultrafiltracion tangencial ha sido utihzado en la purificacion
de los extractos enzimaticos para eliminar las moléculas de bajo peso, siendo
ademéas 1til para reducir el volumen de mmuestra. En un equipo QuixStand
Benchtop System (GE Healthcare, Uppsala, Suecia) usando una membrana de
separacion con un limite de 100 kDa (UFP-100-C-4MA, GE Healthcare,
Uppsala, Suecia), se han concentrado los extractos obtenidos del crecimiento en
los matraces de 2.5 litros hasta reducirlos a un cuarto de su vohimen inicial (250
mL, aproximadamente).

Estos extractos concentrados, al ser (. thermoglucosidasius una bacteria
termofilica, se purificaron por termoprecipitacion. Esta precipitacion se realizd
para eliminar las proteinas procedentes de E. eofi en las muestras que iban a ser
cargadas posteriormente en los geles de electroforesis, asi, los extractos libres de
céhilas se calentaron en un bloque térmico a 65 °C (Selecta, Barcelona, Espafia)
durante 30 minutos v se centrifugaron a 10000g durante 20 minutos a 20 °C

(Optima LE-80k Ultracentrifuge, Beckman Coulter, Fullerton, EEUU).
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8. Ensavos Enzimaticos

8.1 Medida de Tirosinasa'PPO

Las actividades monofenolasa y difenolasa de tirosinasa de membrillo v
de S. antibioticus fueron determminadas espectofotométricamente a 400 nm para
los substratos p-cresol v el 4-metilcatecol, respectivamente. La conversion del p-
cresol en su quinona (4-metil-o-benzoquinona, taxg = 1433 M'em™), que produce
color amarnllo a 400 nm es una combinaciéon de ambas actividades
(monofenolasa v difenolasa) v fue seguido a 25 °C usando un espectofotometro
Uwvikon 940 (Kontron Instruments, Zurich, Suiza) conectado a un bafio

termostatico (Figura 2.1).

“Ha HO CH, 0 CH
| E E . ?
e A

p-cresol 4-methylcatechol 4-methyl-0-benzoquinone

Figura 111.1 Conversion de p-cresol en 4-metil-o-benzoquinona. 1, actividad

cresolasa; 2, actividad catecolasa.

El estado estacionario en la actividad monofenolasa se calculd a partir
de la porcidn lineal de la curva de acumulacidn del producto después del periodo
de retardo. La reaccion estandar para la actividad monofenolasa de la tirosinasa
de Strepiomyces antibioticus incluia, en un volumen total de 1 mL, 36 ug/mL de
tirosinasa soluble v 2.5 mM de p-cresol en tampon fosfato sdédico 50 mM pH 6.5.

La actividad difenolasa no presenta este periodo de retardo caracteristico
de la actividad cresolasa. El medio de reaccion estandar contenia, en un volumen
de 1 mL, 4 pg/mL de tirosinasa, 10 mM de 4-metilcatecol en tampdn fosfato

sodico 50 mM pH 6.5. Una umdad enzimatica para ambas actividades se
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considera como la cantidad de enzima que produce 1 pmol de 4-metil-o-
benzoquinona/minuto.

La oxidacion del fert-butilcatecol v la dopamina se realizé a sus
respectivos maximos de absorbancia que sorn, 400 nm para el terz-butil-o-quinona
(Sago = 1150 M 'em™) y 475 nm para el dopaminocromo (g475 = 3300 M'em™). El
medio de reaccidn estandar a 25 °C contenia, en un volumen total de 1 mL, 4
pg/mL de tirosinasa, 2.5 mM de TBC o dopamina en tampédn fosfato sédico pH
6.5. Una umidad de enzima para ambas actividades se define como la cantidad de
enzima que produce 1 pmol de teri-butil-o-quinona/mimito o 1 pmol de
dopaminocromo/minuto, respectivamente.

El analisis de los datos cinéticos se llevd a cabo mediante regresidn no
lineal, nsando el programa SigmaPlot para Windows (v 8.0, SPSS Inc., Chicago,
EEUL).

8.2 Medida de Fenol Hidroxilasa

8.2.1 Méiodo de Screeninge

La actividad fenol hidroxilasa se determina usualmente mediante el
consumo de fenol (Kirchner et al.,, 2003). Dicha reaccidn contiene, en 6 mL, 0.1
mM de fenol, 0.5 mM de NADH, 10 uM de FAD, 1.0 nM de PheAZ2, v 200 nM
de PheAl en tampén fosfato potasico 50 mM pH 7.0. Cada minuto se recoge una
muestra de 1 mL, v tras 10 minutos, la reaccion se detiene mediante la adicion de
12 pL. de 2% de 4-aminoantipirina, 40 pl. de hidréxido amédnico 2N, v 40 pL de
potasio ferrocianuro al 2%, ajustando cada volumen a 2 mL. Después de 15
minutos de incubacidn a temperatura ambiente, se mide la absorbancia a 510 nm
y se compara con el estandar de fenol.

Este método de medida descrito en la bibliografia es complejo v tedioso
de realizar cuando se tienen gran cantidad de muestras que procesar, por eso, en
esta tesis se disefld un nuevo método colorimétrico basado en la adicion de

periodato sadico que oxida al difenol generado por la enzima a la
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correspondiente quinona de color amarillo (Figura 2.2). Este sencillo método
permite la rapida btisqueda v seleccidn de clones que sobreexpresan fenol
hidroxilasa en placas de 96 pocillos. Para ello, las célilas de E. cofi Rosetta
inducidas con IPTG v conteniendo 5 mM de monofenol se recolectaron por
centrifugacion a 1700g durante 20 minutos en una centrifuga de microplacas. El
sobrenadante de cada pocillo, que contiene el o-difenol producido por las células,
se transfirid a una nueva microplaca. A este sobrenadante, se le afiade el
periodato sodico que oxida al o-difenol generado por la enzima intracelular,
dando lugar a un color amarillo en los clones positivos. El medio de reaccion
contenia 180 pL. de sobrenadante de medio de cultivo con 20 L de periodato
sddico 100 mM. Las actividades se midieron a 400 nm en un lector de

microplacas Synergy HT (Biotek, USA) en modo cinético a 37 °C.

OH CH Q
A Feno] ,_:/.:;|==__\_ o OH  Periodato |/’ ~ /,;O
| _— | _—
L:\C'-fj Hidroxilasa R NyF
Fenol Catecol Benzogquinona

Figura 111.2 Reaccion para la deteccion de fenol hidroxilasa en placas de 96 pocillos

usando el método del periodato sddico descrito en esta tesis.

8.2.2 Méindo basado en HPLC

El analisis de los compuestos difendlicos generados por fenol
hidroxilasa se realizé mediante HPLC, aplicando cromatografia en fase reversa,
en un equipo Agilent ChemStation 1100 Series (Hewlett-Packard, Waldbronn,
Alemania), usando una columna Kromasil C-8 (150 x 4.6 mm) con particulas de

5 num de tamafio, suministrada por Anélisis Vinicos (Tomelloso, Espafia). La
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elucion de los compuestos se realizo mediante la aplicacion de un flyjo constante
de 1 mL/minuto de dos disolventes a 30 °C. Uno de los disolventes (60%) era
sulfato de tetrabutilamonio en tampon dihidrdégeno fosfato potasico ajustado a pH
6.5 con amoniaco 3 M, v el otro era metanol puro (40%) (grado HPLC de
Analisis Vinicos, Tomelloso, Madrid).

El HPLC permitié seguir las biotranformaciones de fenol a catecol v de
tirosol a hidroxitirosol a 280 nm de las colonias que habian mostrado mayor
actividad en la medida a punto final utilizando el periodato sddico en las placas
de 96 pocillos. Las células inducidas segtn el apartado 3.6 se recolectaron por
centrifugacion a 4000g durante 20 minutos. El pellet celular se lavd dos veces
con tampon fosfato 50 mM pH 7.0 v se cultivd en 50 mL de medio LB
kanamicina fresco con 5 mM de fenol o tirosol v 10 mM de acido ascarbico, para
evitar la oxidacidn del difenol a o-quinona. Cada hora se tomaba una fraccion del
cultivo (120 pL), se centrifugaba en una microcentrifuga de mesa (Micro
Centaur; MSE-Sanyo, Reino Unido)} v el sobrenadante se analizaba mediante
HPLC (Agilent ChemStation, 1100 Series, HP, Waldbronn, Alemania) a 280 nm,
con la fase mdwvil descrita anteriormente. Para esta medida se cogian 100 uL de

medio extracelular y se mezclaban con 900 pL de fase mdwvil. El volumen de

inveccidn en el HPLC cada una de las muestras fue de 20 L.
Los tiempos de retencidn obtenidos para el fenol, catecol, tirosol e

hidroxitirosol fueron de 10.7 min, 5.7 min, 4.3 min v 3.0 min, respectivamente.

9. Determinacién de Proteinas

La concentracion de proteinas se determind mediante el kit Bio-Rad
Protein Assay (Bio-Rad Espafia, Valencia) basado en el método de Bradford
(1976). Para la elaboracion de rectas de calibrado se utilizé albumina de suero

bovino Protein Standard, 200 mg BSA/ml (Sigma Espafia, Madrid).
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10. Determinacion de fenocles

La cantidad total de compuestos fendlicos presemntes en las muestras de
membrillo fueron determinados en 80% de fenol con el reactivo de Folin-Denis
(Sigma, Espafia, Madrid) utithzando el sigmiente protocolo:

En un volumen total de 25 mL, se afiadid, 3.75 mL de carbonato sadico al
20% (piv), 1.25 mL del reactivo de Folin v 250 uL de la muestra a determinar. Se
dejd incubando 2 horas a temperatura ambiente v después se hizo una medida de
absorbancia a 765 nm. Del mismo modo, se prepard un blanco en el que se
sustituyo la muestra por 250 pL por etanol al 80%. Para la elaboracion de la recta

de calibrado se utihzo acido galico desde 5-50 mg/100mL.

11. Técnicas electroforéticas

Las electroforesis bajo condiciones desnaturalizantes se hicieron
siguiendo el método de Laemmh (1970). El gel separador utilizado tenia un
espesor de 1.5 mm v estaba contitmido por acrilamida al 10% (p/v) [10% T
(mondmero total), 0.89% C (bisacrilamida)] en tampdn Tris-HCI1 0.375 M, pH
8.8 conteniendo SDS 0.1% (p/v), persulfato amoénico 0.05% (p/v) v TEMED
(N,N,N'.N'"-tetrametiletilendiamina} 0.07% (v/v), éste tultimo para iniciar la
reaccion de polimerizacidon. Las muestras fueron aplicadas a un gel concentrador
que estaba formado por acrilamida al 4% (p/v) (4%T, 0.36% C) en tampon Tris-
HC10.125 M, pH 6.8, conteniendo SDS al 0.1% (p/v), persulfato amonico 0.05%
(p/v) y TEMED 0.07% (viv).

Las mmuestras (15 pl) se mezclaron con tampédn de carga 4x (5 ul)
desnaturalizante, compuesto por glicerol 15% (v/v), SDS 3% (p/v), azul de
bromofenol 0.015% y [}-mercaptoetanol 7.5% (v/v) en tampdn Tris-HC1 94 mM,
pH 6.8. Las muestras se calentaron 5 minutos a 100°C, antes de ser cargadas en el
gel concentrador.

El tampdn de recorrido estaba formado por Tris 25 mM, ghcina 0.192 M

(pH 8.3) v 5DS 0.1% (p/v). Las muestras fueron corridas en un equipo Mini
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Protean II de Bio-Rad (Hercules, EEUU} a una diferencia de potencial de 200 V
durante 40 minutos usando una fuente de electroforesis Power Pac 300 de Bio-

Rad (Hercules, EEUU).

11.1 Tincion de geles de Proteinas por Azud de Coomassie

Después de la electroforesis, los geles fueron introducidos en sohicién
de tincidn de Coomassie durante 1 hora, en agitacién v a temperatura ambiente.
La disolucion estaba constituida por 0.1 (p/v) de azul bnllante de Coomassie R-
250 (S1gma, St. Loms, EEUU), 40% de metanol v 10% de acido acético. Tras la
tincidn, los geles fueron destefiidos en sohicion de destefiido formada por 30% de

metanol 10% de Acido acético, revelando las bandas de proteina.

11.2 Andlisis de Imagen

La cuantificacion del porcentaje de proteina recombinante expresada
frente a la cantidad total de proteinas se determind mediante el analisis de la
imagen obtenida de los geles de electroforesis en el equipo Image Quant TL (GE
Healthcare, Uppsala, Suecia). Con este mismo analisis de imagen se pudo

determinar el peso molecular de la proteina.
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Polyphenol Oxidase
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The monophenclazse activity of quince pulp polyphencl oxidaze was characterized by extracting
samples using a combination of a two-phase partition step in Triton X-114, followed by a PEG BODDS
phosphate partition step, and a final ammenium sulfate fractionation betwesn 30 and 75%. The
purification method avoids the loss of cresclase activity described in ancther quince pulp polyphenaol
oxidase. The activity was characterized by a lag period, whose duration depended on the substrate
concentration, the pH, and the presence of catalytic amounts of o-diphencl. By increasing the
concentration of o-diphenals, it was possible to evaluate the enzyme activation constant, ke, which
showed a value of 4.5 aM for 4-methylcatechol. A general kinetic mechanism for this enzyme is
used to explain the loss of activity that normally cccurs during quince pulp polyphencl oxidase

purification.

KEYWORDS: Quiree; polyphenol oxidaze; monophenclase; lag period

INTRODUCTION

In common with many [ruits and vegetables, quince fruit
contains polyphenol oxidase (PPO; EC 1.14.18.1, monophenol
dihydroxy-L-phenylalanine:sxygen oxidoreductase), which cata-
lyzes two diflerent reactions, each using molecular oxygen: the
hydrosylation of monophenols to o-diphenols [monophenolase
schivity) and the oxidation of the e-diphenols to e-quinones
[diphenolase achvity) (for a review, see rel [). The guinones
thus formed are highly reactive substances, which normally react
further with other quinones, amino acids, or proteins to produce
the colored compounds that are responsible for kosses in nutrent
qualities (23, This is also a severe problem in the isolaton of
plant enzymes. The successiul prevention of these reachions 1n
the pulp, where most of the PPO occurs (3), involves a detailed
study of the enzyme’s biochermical properties before a techno-
logical process can be developed (4.

PPO was seen to be the enzyme responsible for the browning
of guince fruit, in which it acted by oxidizing the naturally
occurring phenolic substances, as described by Yagar and
Sagiroglu (5), although no activity was detected toward
monephenals. The lability of monophenolase activity durng the
purification of several plant and (ruit PPOs is well-known (3,
83, resulting from the changes in the structure of the protein
during punification [ 7) due to covalent binding with polyphenol
pigments. The use of drastic methods (acetone powders) or
ammomum sulfate (rachonation which harms the enzyme has

* Te whom cormespendence should be addressed: Profl Alwars Sdnches-
Ferrer, Deparimenl of Biochemislry and Molecular Biclogy-#&, Facully of
Biclegy, Universily of Murcia, Campus Espinarde, E 30071 MURCIA,
Zpain. Fas: +34968364770. E-mail: alvaro®@um.es.

10.1021/ji040080g COC: $30.25

been associated with this boss in monophenolase activity,
whereas gentle methods based on nomonic detergents preserve
it [

The present paper shows that the joint use of Triton X-114
and PEG B phosphate preserves the monophenolase activity
of quince (it pulp PPO, permitting it to be kinetically
characterized for the first time. .

MATERIALS AND METHODS

Cruince froits (Cpdoniy oblonge var. Sigante de Yranja} grown in
Dion Benito [SOLYEFRUIT 5. L., Badajoz, Spain b were obtained from
alocal supermarket. Biochemicals were purchased from Fluka (Madrid,
Spainy and nsed without further purification.

Enzyme Purification. Latent quince froit PPO was extracted and
partially purified in a sequential tero-phase system based on Triton
X-114 and PEG-2000phosphate. A& total of 100 p of fresh quinces was
homogenized with 100 mL of 4% (w&) Triton X-114 in 100 mM
sodinm phosphate buffer (pH 7.3} The homogenate was subjected to
phase partitioning at 37 °C for 15 min. The turbid solution obtained
was centrifuged at 10000y for 15 min at 25 “C The dark detergent-
oot supernatant [crde enzyme extract) was subjected to additional
phase partitioning to remove the remaining phenols. For this, new Triton
¥-114 was added to a final concentration of 6% (W), and the mixtune
was held at 37 °C for 15 min. After centrifugation of the sample at 25
ot 10000g, the supernatant of 8% (W) Triton X-114, which
contained the soluble guince PPOY, was subjected to a partition system
based on PEG-BOD0 (5% wo'w)potassinm phosphate buffier [pH 7.0}
After 15 min at room temperature, the sample was centrifuged at 10000
for 10 min a 25 . The bottom clear phosphate-rich phase containing
the quince PPO was brought to 30—75% saturation with [MNH LS50,
The final solution was centrifoped at 60000¢ for 30 min at 4 °C. The
precipitate obtained with 75% ammonum sulfate was collected and
dissolved in a minimum volume of water.

© 2005 American Chemical Society
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Figure 1. Enzymatic activites of sclubke quince fuit pulp PPO. [3)
Catecholase activity at 25 C. The reaction medium included 0.5 mgiml
PPO and 2.5 mM 4-methylkatechol in 50 mM phosphate buffer pH 7.0,
[b—e) Cresaclase activity at 25 °C. The reaction medium contained (b) 16
wgfmlL PPO and 2.5 mM p-cresol in 50 mM sodium phosphate buffer pH
72 [c—d) The same maction medium as [(b) except for (o) different
substrate conoentration (5 mM p-cresol), [d) different pH (pH &), and [g)
the addition of adiphencls to the reaction medium (4-methykatschel 15
My

Enzyme A ctivity. Monophenolase and diphenolase activities were
determined spectrophotometrically at 400 nm with g-cresol and
d-rrethyleatechol, respectively (23 The steady-state rate in monophen-
olase activity was calenlated from the linear zone of the produoct
accumulaion curee after the lap period. The standard reaction mizture
included, in atotal volme of 1 mL, 16 gg/ml solible quince PPO
and 2.5 mil gecresol in 30 mn sodium phosphate buffer pH 7. One
unit of enzyme was defined as the amount of enzyme thar prodoced 1
gl of d-methyl-o-quinone per minte (g = 1433 M ' om ')

RESULTS

The enzyme obtained from quince fruit pulp by using =
combination of two different agueous two-phase systems n
Triton X-114 and PEG-80phosphate was a real polyphenol
oxidase because it shows both diphenolase (Figure la) and
monophenolase achvities (Figure 1b—e). The latter is character-
ized by a lag penod, defined as the intercept on the abscissa
obtained by extrapolation of the linear part of the product
sccumulabtion curve. This lag penod has been reported for other
PFO:s from varous souwrces when monophenolase activity was
measured [8—77). The lag period and the steady-slate rate
(defined as the =lope of the hinear part of the accumulation
product curve ) were aflected by substrate concentration, the pH,
and the presence of catalylic concentrabons of o-diphenols
(Figure 1b—e).

Effect of pH. Monophenolase achivity toward p-cresol
increased as the pH increased (rom pH 3.5, although no clearly
defined maximum was reached [Figure 2). At pH values above
7.5, 1t was difficult to follow the {ormation of 4-methyl-o-
benzoquinone spectrophotometrically because of its great
instability.

The pH alfected not only enzyme activity but also the lag
period, and a decrease in the latter was observed when the pH
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Figure 2. Effect of pH on cresclase activity (@) and on its lag pericd
[C). The macton medium at 25 °C included 16 wg/ml partialy punfied
quince PPO and 25 mM pcreecl in 50 mM sodium acetate (pH 3.5
E.5), and scdium phosphats (pH 5.5-7.5).
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Figure 3. Effect of PPO concentmtions on its cresolase activity (@) and
on the lag pericd (). The reaction medium at 25 °C includsd 2.5 mM
pcresol in B0 mM sodium phosphate buffer pH 7 and different PRPO
concentations [2—-32 wgimly.

was increased (Figure 20 These results are similar to those
described for other plants PPO (9, [/, [2) but dififer (rom the
ilat pH profile obtained for apple [£3) and banana [ /4).

Effect of Enzyme Concentration. The monophenolase
activity of latent PPO was alfected by enzyme concentrabion in
the reaction medium, its steady-state rate increasing lineardy
(Figure 3) and the lag perod decreasing hyperbohcally [Figure
3y, a behavior that has been widely described in other PPOs
[i2, {5—{7).

Effect of Substrate Concentration. An increase in p-cresol
concentrabon (om0 to 75 mi (Figure 4) produced an increase
in the lag penod of quince PPO, similar to that described for
other plant PPOs (%, [[). However, the explanation of the
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Figure 4. Effect of substmte concentration on cresolass activity of quince
PPO (@) and on the lag period [O) The reaction medium at 25 °C
included 1€ segfml of partially purified PPO in 50 mM sodium phosphate
tuffer pH 7.0 with different p-cresc| concentrations.

increase in the lag period profile is complex because the shape
of the curve depends on the enzyme source used.

The kinetic constants, ¥, and &, were evaluated (om the
data of Figure 4 by a nonlinear regression to the Michashs—
bdenten equation using the data obtained at pH 7.0. The values
obtained were 34.7 uil/min and 2.2 mi, respectively. This Ky
value for p-cresol cannot be compared with the only work on
quince fruit PPO [5) because no achivity was detected toward
p-cresol due to the drastic punification method used, but it is
higher than that obtained with banana (4], potate ([&), and
peach (/9). Mormeover, this Ky value is higher than the one
obtained in this enzyme for 4-methylcatechol (1.2 mid) [data
not shown ).

Effect of o-Diphenols. The eliect of o-diphenols on the
cresolase achivity of parbally punfed quince fruit pulp PPO
was studied according to the protocol of Pomerantz and Wamer
(20, assuming that the o-diphenol was bound to the "activation
center” by a simplke isotherm and that the lag perniod was
proportional to the nonactive enzyme concentration at zero Hme,
using the empirical formula (200

L

1 [e-diphencl]
L K

acl

|
; E+ (L

where {, L, and K, represent the lag penod in the presence of
o-diphenol, the lag period in the absence of o-diphenol, and
the diphenol activahion constant, respectively.

Figure 5 shows the decrease in the lag period as o-diphenol
concentration was increased up o 30 wdvl, at which stage the
lag was abolished. To check that the o-diphenol added was used
as cosubstrale and not as substrate, the steady-state rate was
plotted against o-diphenol concentration (Figure ), and no
changes were observed up to 30 ui. Above this concentrabion
the rate increased proportionally, indicabng that the e-diphenol
was being used as a substrate [or the catecholase activity.

The activabion constant K, was caleulated from the reciprocal
of the lag pedod in the presence of diphenol (Figure 5, inset).
The value obtained was 45 ull, higher than the &, found for
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Figure 5. Influsnce of 4-mathyleatechel on the shonening of lag period.
In the standard reaction medium, the concentmtion of 4-methylcatechal
rangad from O fo B0 @M. (Inset) Evaluation of the activation constant,
¥, by the Pomerantz equation [25).
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Figure 8. Eftect of catalytic amounts of 4-methylcatechol on the steady
state of cresclase activity. The conditions are the same as in Figure 5.

other plant PPOs (2,27, 227 but the same value as that described
in potate tuber (78).

DISCUSSION

To understand the results of this paper and how monophe-
nolase achivity works, it 15 necessary to describe the kinetic
mechamsm of the enzyme proposed by Cabanes et al. [/2). This
model takes into account the occurrence of three forms of the
enzyMe (Emm, Eq.y. and .., ) and the chermical redos recycling
of the o-quinones formed by the enzyme [(Scheme 1) When a
diphenal is present in the medium, this substrate binds to both
W E,., and B, to give B, [t and E [t intermediates, which,
in tum, give rise bo two quinones. In our case, as a result of
4-methyl-p-benzoquinones unstabikity, it undergoes water ad-
dition, generating the comesponding tnhydroay. The latter
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Scheme 1. Enzymatic-Chemical- Chemical Mechanism Prpossd for
Cresnlase Activity?
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M, pcresal; D, d-methykatechal; G, 4-methyl-e-benzoquinana; PHC,
2-hydroegp-pbanzaquinang. Eg,, [oxotyrosinase consist of swa ttraganal Cu
(Il atamsy; Epe [met-tyrosinase containg two tetragonal coppar (I ions
antifer ramag netically coupled), Ega:y [deoxatyrasinase has a bicu prous structure
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compound gives Ase Lo a redox reaction with another 4-methyl-
g-benzoquinens, rendening the corresponding 2-hydroay-p-
benzoquinone and one o-diphend (4-methylkatechol) (23). This
cycle shows no lag period when 4-methyl-o-benzoquinone
accumulation is followed (Figure 1a).

Curing the monophenolase cycle, the binding of monophenol
to the Eq., form renders Epqw [}, which gives a quinone. Duning
binding of the monophenol to the E ., a portion of the enzyme
1s scavenged from the catalyhic tumover as a dead-end complex
[Emelvl). Exit from this nonactive Epe-monophensl form is
possible only by upsetting the equilibrium with the o-diphenol
obtained by recyching the quinones in the chemical reaction.
The time needed to produce the catalytic level of diphenol for
the skeady-state rate o be maintained is the lag period shown
by this achivity [Figure 1b—e), which may last from minutes
(Figure 1b) to hours, depending on a vanety of (aclors:

[a) pH. The appearance and disappearance of the lag period
in the monophenolase activity at different pH values may be
due to a combination of both changes in the affinity of the E
form for the monophenol and the speed of the recycling
chemical reactions, which are faster at neutral pH values. This
combination of factors normally gives different profiles, from
bell-shaped to no cleady defined maximum (Figure 2).

b} Amount of E.,, Form in the Engymatic Extract. This
amount ranges (rom 2 to 30% depending on the source [5).
Because the E;., present in the medium increased when the
FFOD concentration increased and because the steady state of
o-diphenol achivity was reached more guickly, the lag period
dimimshed (Figure 3).

[c) Monopheno! Conceniraiion. Increasing amounts of
monephenol in the reaction medium involves more enzyme in
the dead-end complex, EqoT, and more time o reach the steady
state (Figure 4). Note that it is crtical o use a low level of
monophenol when trying o detect monophenolase achivity,
because the lag period greatly increases when monophenol
concentration is high (Figure 4).

[g) Presence of o-Diphenols. The addition of catalytic
amounts of o-diphenol to the reaction medium diminished the
lag period until it was abolished (Figure 5), indicating that the
level of o-diphenol in the steady-state had been reached. I this
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kvel is excesded, the excess o-diphenol is used by the
diphenolase catalytic cycle, and achivity increases (Figure &).

{e) Purification Methed Used. Because both monophenolase
and diphenolase cycles overlap, a true PPO must show both
activities; the loss of monophenolase activity during punfication
reported in the bibliography must be due to a dramatic loss of
enzymatk actvity produced by acetone powder, reducing agents,
orinssluble resins, which affect the menophenolase rather than
the diphenolase activity (¥). Thus, mild punficabion methods
based on Trton X-114 (24, 25, or 2 combination of Trton
XK-114 and PEG-80HK} phosphate as described in this paper seem
to be suitable methods {or obtaining a PPO showing both
achivities.

() Chemical Characterisiics of the Monopheno! Used to Test
Monophenolase Aciivity. As described above, a crucial step in
the catalytic cycle is the chermical recycling of quinones. Thus,
il a monophenol, such as p-cresol, which guinone redox recycle,
15 used, monophenolase activity can be detected (Figure 1b—
€). In contrast, il the monophenol gives a water-stable e-quinone,
such as teri-butylphenol, no monophenclase achivity can be
detected unless Hz: is used to oblain the B, form during the
reaction [23).

In conclusion, although the basis for determining monophen-
olase activity in plant PPO was described at theend of the 1980s
in studies of the kinetic mechamism ([2), and despite its
experimental deterrmnation in plants (%) and the development
of mild punfication methods based on TX-114 (23, 24), only a
few plant PPO monophenolase activities have been kinetically
charactenized. This paper describes how the use of an additional
phase partiioning step in PEG B phosphate might help in
preserving quince monophenolase activity, because the only
study on quince PPO (5) lound no activity toward pcresol.
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Latent polyphenol oxidase from quince
fruit pulp (Cydonia oblonga): purification,
activation and some properties

Esteban Orenes-Pifiero, Francisco Garcia-Carmona and Alvaro Sanchez-Ferrer*
Department of Blachemistry and Malecuiar Bidfogy-A, Faculty of Biafagy, Univarstty of Murcis, Campus Espinardo, E-34071 Murcis, Spain
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Abstract: Quince fiuit polyphenol oxidase (PO} was partally purified using a combination of phase partitioning
in Triton X-114 and PEG 8000 /phosphate with & finzl armmoninm sulfate fractionaton between 30% and 75%, to
avoid the deep browning of the enzyme due to the high amount of oxidizing substances present in the quince
pulp. The <lean and stable enzyme was partally purified in a latent form and could be optitaally activated by
the presence of 0.5 gdm™ sodiuma dodecyl sulfate (SDS) with an optimuwm pH of 5.0. In the absence of SDS,
the enzyme showed rmaxingum activity at acid pH. The apparent kinegtic parameters of the latent enzyme werea
determined at pH 5.0, the V), value being 15 times higher in the presence of SDS than in its absence, whereas the
Ky, was the same in both cases, with a value of 1.2 mmol L~'. The effect of several inhibitors was studied, tropolone
being the most active with a K; value of 4.7 pmolL™". In addibion, the effect of cyclodexirins was studied, and
the complexation constant (I ) between 4-tert-butyleatechol and cyclodextrins was calculated using an enzymatic

method. The value obtained for &, was 15310mol L',
8 20046 Society of Chemical Industry

Kevwords: quince; polyphencl oxidase; PEG-8000; pwification method; diphenolase activity; TBC; latent

enzyme; SD8; wopolone; cyclodextring

INTRODUCTION

Polyphencl oxidase {PPO; monophenol dibydroxy-
phenyl-alanine:oxygen oxidoreductase, EC 1.14.18.1)
is a bifunctonal copper-containing enzyme that uses
molecular oxygen to catalyse the o-hydroxylaton
of monophencls to e-diphencls {monophenoclase or
cresolase actvity) and thelr subsequent oxidaton to
s-quinones {diphenclase or catecholase activigy).'?
The o-quinones thus generated polymerize to form
coloured compounds, which are responsible for losses
in mutrient quality.!

PP(» is an oxidase widely distdbuted in the plant
kingdom and has been detected in most fruits and
vegetables.! The presence of thizs enzyme haz a large
impact in the food industry because it is the main
enzyme involved in the undesirable browning of fruits
and vegetables durnng processing and storage. PP
has been partially purified from many fruits, including
grape,” apple,* guava,” peach,® banana,” pear,® kiwi,”
strawberry,'? plum,!! cherry'? and pineapple.'® In the
latter fruits, the level of PPO usually increases during
maturation. '

Quince 15 the frut of a deciduous wee of the
Rosaceae family, Cydonia oblonga Miller. When ripe,
gquince frults impart an agreeable, long-lasting and
powerful flavour. Because of its high level of phenolic
compounds'®!'? and its astringency, it is usually

consumed cooked or processed as jam or Jelly in
Mediterranean countries, before it becomes dark. The
browning of this fruit is due to the presence of PPCrin
the pulp, which produces an instant browning of the
homogenate, modifying the enzyme characteristics, as
deschbed in the only known study on quince fruic
PPOL'® in which paper the enzyme was purified by
ammonium sulfare fractionation, giving rise to a dark,
nop-latent enzyme.

The objective of this work is to develop a method o
achieve a partially purified quince PP( in latent state
withour the characteristic browning of this enzyme and
1o kinetcally characterize the diphenolase activicy of
quince PP, including the effects of several inhibitors.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

Ripe quince fruits {(hdonia oblonga var. (Gigante de
Vranja), grown in Don Benito {Solvefrur SL., Badajoz,
Spain), were obtained from a local supermarket,

Reagents

Biochemicals, including Triton X-114, were pur-
chased from Fluka {Madrid, Spain) and used without
further punfications. Inhibitors {cinnamic acid, L-
mimosine, wopolone, ascorbic acid, L-cystelne and
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metabisulfite] were from Sigma {Maddd, Spaimn).
2-Hydroxypropyl-S-cyclodexwins {HP-5-CDs) were
kindly supplied by Amaizo, American Maize Products
Co., Hamimond, IN, USA,

Enzyme purification

Fresh quince fruits were washed and hand-peeled.
A 100 g sample was homogenized with 100mL of
40gdm™" Triton X-114 in 100mmolL™" sodium
phosphate buffer {pH 7.3) for 1 min. The homogenate
was filtered through glass wool and the filerare was
subjected to temperature-induced phase partitioning,
The mixture was kept at 4°C for 10min and then
warmed to 37 *C for 15 min. Ar this time, the solution
became spontanecusly turbid due o the formadon,
aggregation and precipitation of large mived micelles
of detergent, which contained hydrophobic proteins
and phenoclic compounds. This trbid solution was
centifuged at 13 300 = g for 15min at 25 *C. Afrer the
pellet and detergent-rich phase had been discarded,
the dark detergentpoor supernatant {chude enzyme
extract] was subjected to addidonal temperature-
induced phase partitioning to remove the remaining
phencls. For this, fresh Triton X-114 was added o
obtain a final concentration of 60gdm™7 and the
mixoure held ar 37 *C for 15 min. Afrer cenwifugarion
at 25°C ar 10000 x g, the sdll dask detergent-
poor supematant of 60gdm™® Trton X-114, which
contained the soluble quince PP, was subjected to a
different agueous two-phase partition system based on
PEG-8000 {50 gdm™?)/potassium phosphate buffer
{pH 7.00. After the solution had been strred for
15min at room temperanire, it was centrifuged at
10000 » g for 10min at 25 *C. The upper datk PEG-
rich phase was discarded, and the clear phosphate-
vich phase containing the quince PPO was brought
tw 300gdm™? satmration with (NH4):SCy under
continuous stering at 4°C. After 1h, the scluton
was centrifuged at 60000 x g for 30min at 4°C and
the pellet was discarded. (NH4):804 was added tw
the clear supematant to give 750 gdm™ saturation
and stired for 1h at 4°C. Then, the solution was
cenuifuged again at $0000 » 7 for 30min at 4°C,
The precipitate obtained with 750 gdm = ammonium
sulfate was collected and dissolved iIn a minimum
volume of water.

Enzyme activity

Diphenolase activity was determined specuopho-
tometrically with  4-fer-butylcatechol {TBC) at
400 nm. " The conversion of TBC to its quinone {1er-
butyl-r-quinone), which produces a yellow colour at
400 nm {g4gp = 11508~ cm™), was followed at 25 °C
using an Usikon 940 specturophotometer {Kontron
Insuruments, Madnd, Spain).

The standard reaction medium at 25 °C contained
16ugml™" of partially purfied PPOY, 10mmol L7
sodiwm acetate buffer {pH 5], and 2.5 mmolL.~' TBC
in a final volume of 1 mL. Cne unit of enzyme was

5 5vi Food Agric 86:2172-2178 (2006)
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defined as the amount of enzyme that produced 1 pmol
of tert-buthyl-o-quinone per minute.

In the SDS standard assays, samples contained the
sbove mixmre with 0.5 pzmL ™" of partslly purified
quince fruit PPO and 0.5 gdm™ $DS detergent in a
final wolume of 1 ml. To detennine the effect of the
inhibitors, PPCr activity was measured in the steady
state in standard reaction media in the presence or
absence of the stated concentration of inhibitors.

Monophenolase activity was determined spec-
wophotometrdcally at 400nm with p-cresol. The
steady-state rate was calculated from the linear zone of
the product accumulation curve after the lag perdod.
The conversion of p-cresol to its quinone was followed
at 25 *C at 400 nm using an Uvikon 940 spectropho-
tometer {Kontron Instruments).

The standard reaction mixture included, in a total
volume of 1mlL, l1é6pgml~" soluble quince PPC
and 25mmolL™" p-cresol in 50mmol L™ sodium
phosphate buffer pH 7. One unit of enzyme was
defined as the amount of enzyme that produced
lumol of 4-methyl-v-quinone per minute {840 =
14330 em™!),

Determination of proteins and phenols

The protein content was determined according to
Bradford’s dye binding method, using bovine serum
albumin {BSA) as a standard.'® Total phenolic
compounds were determined in 300 mLdm ™ ethanol
using the Folin—Denis method.'®

RESULTS AND DISCUSSION
Enzyme purification
Latent quince pulp PPO was partally purified by
using consecutive phase partitioning in THron X-114
and PEG-8000/phosphate, with a final ammonium
sulfate fractionation step due o the presence of large
amounts of rapidly oxidized substances observed in
the quince pulp extract after homogenization, which
would wrn the homogenate dadk very quickly. To
conuol the evoludon of such cxidizing substances,
it was necessary t0 include a substantal gquantity
of Trton X-114 {4% w'v] in the exwacton buffer
followed by a first phase partition, as is customary in
plant PPC purfication.-20-2

To take full advantage of Triton X-114 in the
removal of phenols and hydrophobic proteins,!”
another 6% {wfv) of Triton X-114 was added to
the first supernatant at 4°C and the soludon phase-
partitoned by increasing the temperature to 37 °C and
holding for 15 min. This two-phase step involved a
slight loss of PPO activity £27%) and a 37% reduction
in the level of phenols {Table 1). However, despite this
decrease in phenolic compounds, itwas not enough to
stop the browning of the enzyme solution. Because of
this, it was necessary to inwroduce a different aqueous
two-phase system containing PEG-3000/phosphate
salt. After centrifugation, the upper PEG-rich phase
containing the oxidized substances was discarded,
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Table 1. Parial purfication of quinca PRO

Total activity®
Total [units) Speacific Phanolic

Vol protein activity® Furf.  Recowven® compaunds

[mb) [mg] —-505  +50sh [mg protain) (fokd [R) Activation [mg mL~"]
Crucke axtract 105 4310 10621 RO 5 1216 10 100.00 420 101
Supernatant 4% Triton X-114 7 a.en T147  3rar.o 445 5 ar 7226 £.30 85
Salt phase 112 580 B34 23E3A 805 2 42 5635 46 ED 51
30-TE% (MHg 250y 29 1.20 1828 23740 1978.3 16.3 4530 1400 1.5
? Assayed with TEC as substrate
b Assayed with 0.05 505,
= Refers to SDS-activated form.
and the PPO remained in the clear phosphate-rich 150

phase. This salt phase, when subjected to 30-75%
armonium sulfate fractionation, rendered an enzyme
solution, with a 1 6-fold purification and 47 % recovery
{Table 1). The degree of purification was 3.8 times
higher than that descrbed when only amumonium
sulfate fra ctionation was uzed to obtain quince PPO. 'Y

This purfied enzyme showed monophenolase
activity with the characreristic lag period. Under the
standard conditions {see Marerials and Methods), the
lag period was 8min and the ready state rate was
27 4umol L' min—'.

In addition, the enzyme was present in a latent state
even after the ammonium sulfate step, and could be
activated 14-fold by $DS {Table 1), unlike spinach®
and broad bean®® PPOs, both of which were activared
by ammonium sulfare. It is important to underline the
additional stabilizing effect of the phosphate-rich phase
since the degree of activation of latent enzyme was 46—
fold. This effect of phospharte ions has previously been
descHbed in banana PPCL* Moreover, the method
reduced the phenol content to only 5% of the crdginal.
This removal of substances oxidized by PPO was
sufficientto avoid any browning ofthe enzyme solution
even after months of storage at —20+C,

Effect of SDS

Latent enzyme assayed towards tert-butylcatechol was
activated by increasing SDS concentrations from 0.0
to 0.25% {Fig. 1), with a clearly defined maximum at
0.05%. This activation of the latent enzyme by SDS
iz a common fearure of other latent PPy, 5229 which
has been anribured o conformational changes in the
protein.®

Effect of pH

Figure 2 shows the pH profile for the oxidaton of
TBC by partally purified PPC in the absence and
presence of SDS. In the absence of SDS {Fig. 2, solid
circles) the actvity increased at acidic pH. This low
pH optimum 15 a result of the PPC activity belng
induced by acid shock.# 2% However, the presence
of D% {Fig. 2, open circles) eliminated the acidic pH
optimum and a new maximum appeared at pH 5.0,
very similar to the pH 5.5 previously described for
other PPOs in firuits and plants.'™?® Thus, activation

2174
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Figure 1. Effect of 505 concentration on quince frut PPO activity.
The reaction medium at 25°C contained 10mmal L ' sadium
phasphate buffer, pH 7.0, 2.5mmall ' TBC, D5paml 1 PPD, and
increasing concentrations of S0S [0-0.25%).

with SDS depended on the surfactant concentration
{Fig. 1) and pH {Fig. 2).%3

Effect of substrate concentration

The apparent kinetic parameters { V., and Ky
were calculated by nonlinear regression to the
Michaelis —Menten equation using the data obtained
at pH 5.0 in the presence and absence of 5DS.
Figure 3 shows the varations in inital velocity versus
substrate concentration in these conditions. The
value obrained for each of the maximum velocities
showed that the activation increased 15-fold with
SDS (V=751 pmol L' min~' pg of protein in the
presence of SDS and F, = 49 umol L™ min~! pg of
protein in its absence) {Fig. 3). This increase In g,
without changes in the Ky {1.2mmol L") agrees with
previously described behaviour with and without SDS
in latent potato leaf PPOZY (K = 0.5 mmoll "),
latent broad bean PPOEY (K = Q.anml]_,_lj and
latent persimmon fruit PPO (5, = 0.68 mmol L"),

F 5ot Food Agric 86:2172-2178 (2008)
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Figure 2. Effect of pH an quince fruit PPO activity in 10mmeal L 1
sodium acetate [pH 3.5-5.5] and 10 mmalL ! sadium phasphate [pH
£.0-7.5 inthe presence [0 ar absence (@) of D.0O5% 505 The
reaction medium at 25°C cantained 25mmal L ' TEC and
DS5pgmL ' PRO.

Effects of inhibitors

To further characterize the partally purified enzyme,
a detailed study of ts inhibition was carried out
Table 2 shows the effect of various inhibitors on the
diphenolase actvity of latent quince fruit PPOG in the
presence and absence of 0.05% SDS, using TBC
as substrate. All of the inhibitors, reducing agents
and substrate analogues used in this study inhibited
PP actdvity, the extent of the inhibition being
dependent on the concentration of the compound
used and the presence or absence of SDS. Among
the reducing agents {Table 2), L-cysteine and ascorbic
acid appeared to be the most effective inhibitors both
in the presence and absence of SDS (Table 2). The
inhibirion produced by thiol compounds may be due
to an addition reaction taking place with the quinones
to form stable colourless products®! and/or a binding
to the active cencre of the enzyme, as in the case of
metabisulfite. *? Ascorbate acts as an antioxidant rather
than as an enzyme inhibitor because it reduces the
initial quinone formed by the enzyme to the original

Latent polyphencl cxidase from gqumce it pualp
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Figure 3. Effect of TEC concentrmation on quince frut PPO activity.
The reaction medium contained (@] 16ugmL VBPROar [
D.5pugmL ! RO and 0.05% 505, bath cantaining TBC
cancentrations ranging from 0 to 6.5 mmall ' in sadium acetate
buffer [pH 5.0].

diphencl before it undergoes the secondary reactions
that lead to browning.** Ascorbic acid has also been
reported to cause irreversible inhibition.?*

With regard to subsware analogues {Table 2,
uopolone was the most effective inhibitor, because
it completely inhibited the enzyme at 1 mmolL™"
in the presence and absence of SDS. On the other
hand, inhibitions by L-mimosine and cinnamic acid
{Table 2] were more effective in the presence of
SDE. Because of this, the kinetic analysiz of the
inhibirion was made with wopolone. The inhibition
was determined by Lineweaver—Burk plots of 1/v
versus 1S {data not shown) at dwee inhibitor
concentrations and confinmed by a Dixon plor of
1f¢ versus inhibitor concentration. Straighe lines were
obtained with {Fig. 44) and withoutr SDS ({Fig. 4B).
This inhibitor showed competitive inhibitdon, and
the inhibition constane, &, which showed a value
of 4. 7umol L™ with or without SDS, was deduced
from the interception points. This value is nearly 10

Table 2. Percentage inhibition of partially purfied latent quince fruit PPO by reducing agents and substrate anakbgues

—=0% +303
tumal L7 1Qumal L7 10umoll™"  tmmol LYt pmollT! 1Qumal LT 100umolLTT 1 mmellT!

Reducing agents

Ascorbic acid 9] o mn 100 1 1 12 100

L-Cysteine a a 41 1200 2 7 44 100

hetabisulfita 9] a a0 a7 1 3 a1 =3
Substrate analoques

Tropolone 5] AR ar 100 a0 7a S6 100

L-hlimosine o a a 1 o 15 25 15

Cinnamic acid 0 o a 44 0 o a 72
F St Food Agric B6:2172-2178 (2006) 2173
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Figure 4. Dixan plat (1/v versus 1) far the compet tive type of
inhibition presented by trapakne. [A) The reaction medium contained
16ugmL ' PPO, tropalone [D-20umol L 1), and thrse differert
concentrtions of TBC [0.625 mmol L ' (¥), 1mmalL ' [) and
z5mmolL ' (@)); (B) The reaction medium contained 0.5 pgmL !
FRO, 0.05% 505, tropolore ([0-20pmol L ') and the same TEBC
cancertm@tion as [4).

times higher than that observed for ropolone on latent
persimmon PPC.30

Effect of cycledextrins

To complete our study of the inhibition of quince
fruit PPO, the effect of substrate sequestants such
as cyclodextring was studied. Cyclodextrins {CDs)
are a group of naturally occurnng cyclic oligosac-
charides derved from starch with six, seven or eight
glucose residues linked by {1 — 4] glycosidic bonds
in a cylinder-shaped structure and denominated o-,
S- and y-cyclodextrins, respectively. The central cav-
ity of these molecules is hydrophobic, whersas the
nms of the sumrounding walls are hydrophilic. This
hydrophobic cavity forms inclusion complexes with
a wide range of organic guest molecules, including

217¢

{polyiphenols.®® Recently, it has been suggested that
cyclodextrins may moderate the enzymatic browning
of different firuits and vegetables,™ % because they
form inclusion complexes with the substrates of PP,
thereby preventing their oxidation to quinones and
subsequent polymerizaton to brown pigments. This
effect has also been observed during the oxidation of
phenols by lipoxygenase,”® in which CDs act as sec-
ondary antoxidams in synergism with ascorbic acid.

When cyclodextin concentration was increased
from 0.0 to 10.0mmol L', a clear decrease in guince
fruit PPO was observed at three different TBC
concentrations {Fig. 5). These data indicate that TBC
was entering the hydrophobic cavity to form inclusion
complexes, diminishing the free TBC concentration
available for the enzyme.

Using the mathematical equaton for the free
substrate concentration in the presence of CDg

[TBC) = | —([CD)& — [TBC) K + 1)

_ z
N \/f[CD]tKC [TBCLK + 1%+ | o 1y

4K [TBC),

the complete Michaelis—Menten egquation can be
expressed as

(—([CD); K. — [TEC), K. + 1)+

¥im wf[cn]tfcc “ITBCL K + 12+
4i [TBC)y)

{—{[CD); K. — [TBC)y K. + 1)+

Kin + \/{[GD]t K — [TBC) K, + 12+

x|

o=

2
2K [TBC),) 2R
{2)
1000
\'""H-\-._
e
.
& B 10

[HP-f-CDs] {mm)

Figure 5. Effect of HP-g-CDs concantration on quince fuit. The
reaction medium at 25°C cantained 10mmal L ! sodium acetats
bufferpH 5.0, Spgml 1 ppPO, increasing concentratians of
HP-g-Chs [D-10mmolL '), and (¥) S mmalL ' TEC, (3]
2EmmolL ' TEC and (@) 1mmolL ' TBC.

F 5ot Food Agric 86:2172-2178 (2008)
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Equation {2) shows a nonlinear relationship between
o and [CD];, as 1s depicted In Fig. 5. Finting the data
of this fizure to Egn {2) by nonlinear regression, a
value of 15 310mol™" L for the K, between TBOC and
HP-5-CDs was obtained. This value is similar to that
descrbed for the oxidation of TBC by lipoxygenase in
the presence of cyclodextrins.

CONGLUSION

This paper describes a simple purification method
for obtalning latent guince fiuit PPO withour the
usual browning thatr is observed when ammonium
sulfate fractionation is used. This method also allows a
higher degree of purification and renders a wansparent
colour and stable enzyme, which permits the kinetic
characterization of a fruic that is of importance in
Mediterranean countries, In addiden, some inhibitors
used in this study could be of commercial interest in
the storage of fresh quince fruit and the production of
quince jelly.
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Absiract

Stwe proreyces antibioticus Lyrosinase was purified using PEG B000/ phosphale phase partilioning ard ammoniam sulfale fraclionalion belween
0 and £0%, rendering a clear and slable enzyme compared with the black one thal is usnally oblained when only ammeonium sulphate ractionaion
is used, and with a 93% ol recovery. This enzyme shows bolh monophenolase [also lermed eresolase) and diphenolase (calecholase) aclivilies,
confirming that il is a real wyrosinase. The monmophenolase aclivily was characlenized by a lag penod, whose duralion depends on the subsirale
concenlralion, the pH, and the presence of calalylic amounls of o diphenol. The enzyme showed subsirale inhibilion Tor p cresol, wilth a £y of
0.97 mi and a £, of 23mM. By increasing the comcentration of ¢ diphenols, il was possible 1o evaluale the enzyme aclivalion conslant, &g,
which showed a value of 0.2 .M. The diphenolase aclivily was kinelically characlenzed wilth 4 methylcathechal, showed an optimal pH al 6.5 and

a g of 1.2mM.
£ 20046 Elsevier Inc. All nghts reserved.

Keywords: Siregiomyces ant ibioric s, Ty rosinase;, PEG-8000; Monophenolase aclivily; Diphenolase aclivily; Lag period;, p-Cresol, 4-belhylcalechol

1. Introduction

Tyrosinaze (monophenol, dihydroxy-L-phenylalanine-oxy-
gen oxidoreductase EC. 1LI14.18.1) is a copper-containing
monoxygenase that is responsible for the biosynthesis of
melanins and other polyphenolic compounds [1]. It catalyzes
two types of reactions in the presence of molecular oxygen: the o-
hydroxylation of monophenaols to its corresponding o-diphenol,
which iz referred to as monophenolase activity, and the oxida-
tion of diphenols to its correspondent o-quinones, designared
as catecholase activity. [t is widely distributed in nature, and
has been purified from hamster melanoma, mouse melanoma,
mouse skin, human skin, potato tuber, mushroom, Neurospo
crasse, Aspergittus midulans, Vibrio ryrosinaricus and Strepio-
myces glawcescens [2], but not from Streptomyces antibioticus
due to the black pigments existing in the fermentation broth,
which covalently modify the enzyme, rendering a black and
unstable enzyme after ammonium sulphate fractionation.

In Streptomycetes, the production of melanin is widespread
among different species [3]. The structural gene (metCZ) of
5. antiboticus tyrosinase has been studied extensively, and
is located in a polycystronic operon (MelC). A similar struc-
tural gene was observed in 5§ glaucescens [4]. Tyrosinase gene

* Cormsponding aulhor Fax: +34 968364147
E-mail address: alvare®urmes [4 Bdnchez-Ferrer).

0141-022H% — see Fronl raller & 2006 Elsevier Inc. All righls reserved.
dei 1001016 enzmiclec. 2006.03.00]

(melC2) is produced by an upstream gene, melCf, which spec-
ifies a conserved protein with a 30 amino acid signal sequence
that iz removed after secretion [3]. The latter protein is involved
both in tyrosinase transport and in the copper-transfer process
that activates apotyrosinase [3], acting as a copper chaperone
[E].

Despite the above-mentioned studies of its genetics and
molacular hiology, there are no detailed kinetic studies on the
diphenolaze and monophenolase activities ofthisenzyme, unlike
in the case of 5 glawcescesns [2]. The aim of this paper was to
develop apurification procedure which would allow carrying out
a detailed kinetic study of the parameters that affect monophe-
nolase and diphenol ase activity in 5. anribloticus tyrosinase, asa
necessary step before its use in the o-hydroxylation of valuable
monophenols.

2. Materials and methods
2.1 Reagents

Bicchemicals were purchassd from Sigma Chermical Co. [Madrid, Spain)
and used wilhoul Furlher purificalion.

2.2, Lrnryme punfication
8 anrdriaiicus was growen on G M mediom [7.8]. ARer 18 h, the cullures

wieri genlrifuged al 10,000 « o The mediurm, containing he exccoellular Ly rosi-
nase, was subjecisd o an aquecus lud-phase syslem bas=d on PEG-3000 [5%
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[wef ) privlassiwrm phesphale buffer [pH 7.0) [9]. Afler the solulion had besn
slivred For 15 min al room Emperaluee, il was cenlrifuged al 10000 = g For
10 min al 25 °C. The upper Black PEG-rich phase [20% of 1olal wolume) was
discarded, and the cle=an phosphale rich phase conlaining Lhe 8. anfifisficus
Lyrosinase was broughl 10 60% saluralion wilh [MHq)230y ander conlinudus
stirving al 4°C. &fer 1 hour, the solulion was cenlrifuged al 60,000 = g For
3D min ald T The pellel, conlaining the lyrosinase aclivily, was collected and
dissalved in & minirwm voluree oF waler.

2.3, Spectrophoromatvic measuremant of enrymatic activing

Monophenolase and diphenolase aclivilies were delermined speciropho-
leretrically al 400nm lowards p-oresol and  dermelhylcalechol, respec-
lively, The conversion of p-cresol 1oils quinene [4-melhyl-o-benzoquinene,
2q00= 1433 M1 em ™), which preduces a yellow color al 400 nm is a combina-
Licen of bt aclivilies [monophendlase and diphenolass)

I rechals .
p.cmm“““_:“q_melh}.mﬂmmm“ —ua-mdl-mclhyl-o-benmqumene

I was Fellowed a1 25 "C using 4 Uvikon 90 speclroph olorme e,

The skeady-slale rale of monophenolase aclivily was calculaled From the
linear zone of the product accuriulalion curve afler Lhe lag pericd. The slandard
reaclion mixlure For monop henalaseactivily included, ina lolal volome oF 1 ml,
36 pgfml soluble lyresinase and 2.5 mb p-cresol in SO mbd sodium phosphale
buffer pH 6.5,

The diphenclase aclivily does nol presenl any lag peried and il was Fol-
lewemd By Lhe increase in absorbance al 400 nm [d-rmethyl-o-benzoquingne).
The standard reaclion rmediom for diphenola s aclivily al 23" Cconlained, in 4
ledal wolurme of 1 mL, 4 paiml Ly resinase, 10 mb 4 melhylcalechal in 50 mki
socdium phosphale buffer pH 6.5, One wnil of enzyme For both aclivilies was
laken as lhe armount thal produced 1 pmel of 4-methyl-5-benzoquinenefmin.

3. Results
3.1 Purification of tyrosindse

The exocellular 8. antifioticus tyrosinase was partially puri-
fied using PEG-3000/phosphate phase partitioning and ammao-
nium sulphate fractionation becanse of the large amount of
polymerized black pigments produced in the broth during fer-
mentation, which produces a black enzyme solution when the
purification method described in the hibliography is used [2].

Thus, after centrifugation of the cells, the supernatant was
subjected to PEG-8000/ phosphate two-phase system. The upper
black PEG-rich phase containing the polymerized phenols was
discarded, and the PPO remained in the clear phosphate-rich
phase. The latter phase, when subjected to ammoniom sulphate
fractionation (0—80%), rendered a clear enzyme (Fig. 1{A)),
compared with the obtained only by ammoniom sulphate frac-
tionation without the PEG-B000/phosphate step (Fig. 1(B)).
The degree of purification (| 8-fold) and the recovery (93%)
were similar than that described by Lerch and Erlinger [2] for
5. plawcescens up to the ammonium sulphate step (1.7-fold
and 32%, respectively). But this method reduced the phenol
and melanin content without the need for several chromato-
graphic steps as described by Lerch and Ettlinger [2]. In addi-
tion, the enzyme remained stable and clear, even after several
months at —20°C, representing the frst time thatr a phasa pat-
titioning in PEG-8000/phosphate has been used on a microbial
tyrosinase.

The enzyme obtained from 5. antibioticus 15 a real tyrosinase
because it showed both diphenolase (Fig. 2(a)) and monopheno-

(A} (B)

Fig. 1. Srrepiomycess anribicnicus Lyrosinase. [@) The exocellular enzy me was
purified by 2 combinalion of PEG-8000phosphale aquecus lwo-phase syslem
plus armmenium sulphale Fraclionation [D—60%). [B) The sxocellular lyrosinase
was only puri Aed using armonium sulphale Fractionalicn [0-60%) as described
in lileralure For Sirepicmyces glawcescens [2].

lase activities (Fig. 2(b)—(e}}, when a phenolic pair p-cresol/d-
methylcatechol was used. The cresolase activity is characterized
by alag period, defined as the intercept on the abscissaobtained
by extrapolation of the linear part of the prodoct accumulation
curve. This lag period has been reported for other polyphe-
nol oxidases (FPOs) from several sources when monopheno-
lase activity was measured [2,10-13]. The lag period and the
steady-state rate (defined as the slope of the linear part of the
accumulation product curve) were affected by substrate concen-
tration, the pH, and the presence of catalytic concentrations of
o-diphenols (Fig. 2(b)—ie)).

3.2 Effectof pfd

donophenolase activity towards p-cresol increased as the
pH increased from pH 3.5 withont showing a defined maximum
(Fig. 3, filled circles). At pH values above 7.3, it was difficult to
follow the formation of 4- methyl-o-benzoguinone spectropho-
tometrically becanse of its great instability. pH not only affected
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Fig 2. Enzymalic acliviliesof soluble S anrdviaricus Lyrasinase. [a) Calecholase
aclivily al 25°C, The reaction medium conlained 4 ppiml partially purifed
Lyrosinase and 2.3 mM d-methylcalechel in 30mb phosphale buffer pH &3
[b)—[e) Creesol aseaclivily al 25 *C. The reaclion medium conlained (k) 36 paiml
PPO and 2.5 mM p-cresol in 30 mb sedinm phosphale buffer pH €5, [cand d)
The sarme reaction misdiumas (b esoepd for (o) differenl subsiea le concenlralion
[3 mh p-cresel), (d) differenl pH [pH 5.5), and (&) Lhe addilion oF s-diphenal
[T bl -rrethylcalechol ).

enzyme activity but alsothe lag period, and adecrease inthe lat-
ter was obszerved when pH was increased (Fig. 3, open circles).
Thesze results are simil ar to those described for ather plants PPOs

[13-15].
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Fig. 3. Effsclof pH on creselaseaclivily (00, andonils creselase lag pericd ().
The reaclion medium al 25 °C conlained 36 pahml parlially purified lyrosinase
and 2.5 mb p-cresol. Bor calecholase aclivily (M) Lhe reaclion mediom al the
same Emperalure conlained 4 pgfml parlially porified Lyrosinas, 10mb 4
melhylcalechal in 530 mb sodium acelale [pH 3.5-5.5) and sedium phosphale

[pH 5.5-7.5).
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() and on the lap pericd (0)). T he reaction medium al 25 °C conlained 2.5 mbd
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concenlralions [0-30 pptml).

Fig.3 (filled squares) also shows the pH profile for the oxida-
tion of 4-methylcatechol (4-8MC) by tyrosinase. This oxidation
was practicall y inexistent ar acidic pH but showed a clear maxi-
mum at pH 6.5. The optimum pH agrees with that described for
& anribaticus activity towards L-DOPA [16,17], but contrasts
with the higher activity shown by some plant polyphenol oxi-
dases (PPOs) aracidic pH. This low pH optimum in plant PPOs
i5 aresult of the activation of the 1atent form of the enzyme by
acid shock [18-21].

3.3 Effect of enzyme concentration

The monophenolase activity of tyrosinase was affected by
£nzyme concentration in the reaction mediaom, its steady-state
rate increased linearly (Fig. 4, filled circles) and the lag period
decreased hyperbolically (Fig. 4, open circles), a behaviour
that has been alzo described in plant polyphenol oxidases
[11-13,22-24]. Similar linear increase was observed for diphe-

nolase activity (data not shown).

d.4 Effect of substrate concentration

When the p-cresol concentration was increased from O to
T.amM (Fig. 53), an ncrease in monophenclase activity was
observed up to 5 mbl, while higher concentrations led to sub-
strate 1nhibition, never before described in Gram positive bacte-
rial tyrosinases. The apparent Vima., By and &5 were calculated
by non-linear regression adjustment of the data of Fig. 5 to Eq.

(1

- Vimaal S 0
By + IS+ (ISR
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Fig. 5. Effecl of subsirale concenlralions on creselase aclivily of 5 anribior (-
cur lyresinase. The reaction medinm al 23 °C cenlained 36 pofml of partially
purified lyrosinase in SO0mM sodiom phosphale boffer pH 6.5 wilh different
r-cresol concenlralions [0-10mM). Ingel, effect of 4-methy lcalechal concenlra-
lien. The reaclion medium contained 4 ppfml of partially purifed lyrosinas:,
drmethylcalechal concentralion ranging fram O 10 10mM in 30 mM sodium

phosphale buffer pH £.5.

the values of 236 pb/min, 0.97 mi and 23 md being found,
respectively.

In addition, this increase in p-cresol concentration led to an
increase in the lag period (Fig. 3, open circles), as seen in plant
polyphenol oxidases [153,23].

The apparent kinetic parameters (Vma. and &) for 4-
methylcatechol were calculated by non-linear regression using
the Michaelizs—Menten equation for the activity data obtained
when the 4-MC concentration was varied from O to 10mi at
pH 8.5 (Fig. 3, inset). The values obtained were 333 p.b/min

and |.3 mivl, respectively. The Ry obtained was similar than the
obtalned for this substrate in 5 gltucescens tyrosinase (12 mid)

[
3.5, Effect of o-diphenols over the lag period

It i1z well known that the cresolase activity lag period can
be shortened or eliminated by the addition of reducing agents
or e-diphenols, which act as cosubstrates [26,27]. The effect of
the latter compounds on the cresolase activity of partially puri-
fied tyrosinase was studied according to Pomerantz and Warner
[26], assuming that the o-diphenol bound to the activation center
by a simple isotherm and that the lag period was proportional
to the non-active enzyme concentration at zero time, using the

empirical formula [26] (Eq. (21)

| | | [&-diphenol

{ L L Kact

where {, L, and Ky, represent the lag period in the presence
of o-diphenol, the lag period in the absence of o-diphenol, and
the diphenol activation constant, respectively. Fomerantz and

(2)
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Fig. &. InAusnce of dmelhylealechal on the shorkening of the lag pericd. In
Lhe slandard reaclion medium, Lhe concentralion of dmelhylcalachal was mod-
ifeed From O 1o 2 uhil Insel, evalualion of Lhe aclivalion conslanl, &g, by Lhe

Pomeranlz’s mqualion [see sl for delails).

Warner [26] interpreted the &, as the o-diphenol affinity con-
stant for the activation center. Fig. 6 shows the decrease inthe lag
perind as o-diphenol concentration was increased up to 1.2 pui,
at which stage the 1ag was abolished. The activation constant £
was calculated from the reciprocal of the lag period in the pres-
ence of diphenol (Fig. 6, inset). The value obtained was 0.2 p.ivl.
Tocheck that the o-diphenal added was being used as cosubstrate
and not as substrate, the stead y-state rate was plotted against o-
diphenol concentration (Fig. 71; nochanges were observed upto

S E

V {uMimin)

% 7 2 3 4 5
[4-Methylcatechol] {1 M)

Fig. 7. Effecl ef calalylic amounls of dmelhylcalechol en Lhe skeady-slale rale
of monophenolase aclivily. The reaclion medium was the same as in Fig. 6.
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1.2 pb. Abovethis concentration the rate increased proportion-
ally, indicating that the o-diphenol was being used as substrate
for the diphenolase activity.

4, Discussion

5 anribioticus tyrosinase shows a characteristic lag period
like other plant polyphenol oxidases (PPOs). As observed inthis
study, this lag period depends on the pH, the enzyme concen-
tration, the substrate concentration and the presence of catalytic
amounts of o-diphenols (Fig. 2(b)—{e)). It is of relevance that
the enzyme oxidizes p-cresol following the general scheme pro-
posed for plant and mushroom tyrosinase [27] (Fig. 8), however,
no detailed study on monophendolase activity of Gram positive
bacteria has been carried out.

The mechanism starts with the binding of oxygen to give rise
to the Egxy Torm (Fig. 8). This reversibly binds one molecule
of monophenol, rendering a molecule of water and the com-
plex E ., D. This complex can either render free diphenol as the
first step of diphenolaze activity or be involved in a multistep
transformation to the Egeosx, form, rendering one quinone and
bicuprous enzyme (Edeqxy). The binding of molecular oxygen
to the Eg o, form regenerates E - If there is only diphenal in
the medium, this binds to the Eg., Torm to give rise to Eg; D,
which iz transformed into Ege, and free o-quinone. This enzyme
form can bind another diphencol to render another quinone and
the Ege.,, enzymatic form. The binding of Eqe to monophenal
scavenges a portion of tyrosinase from the catalytic turnover as
adead-end complex in the steady-state of monophenolase actiy-
ity [24]. Exit from this non-active Eqg-monophenol form is
possible only by upsetting the equilibrium with the o-diphenol
obtained by recycling the quinones in the chemical reaction
The time needed to produce the catalytic level of diphenol for
the steady-state rate to be maintained is the lag period shown
by this activity (Fig. 2(b)—(f1), which may last from minutes to
hours (Fig. 2(h)), depending on a variety of factors:
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Fig. 8. Enzymalic—chemical—chemical mechani sm proposed Forcresolase acliv-

ily. [M) p-Cresol, (D) 4 methylcalechol, () 4meth yl-o-ben 2oquinone;, [PHOQ)
2-hydrow y-p-ben 2oqui none.

(a) pH. The appearance and dizappearance of the lag period in
the monophenolase activity at different pH values may be
due to a combination of both changes in the affinity of the
E. e form for the monophenol and the speed of the recycling
chemical reactions, which are faster at nentral pH values.
This combination of factors normally gives different pro-
files [16,17,25], from bell-shaped to a not clearly defined
maximum, as in Fig. 3.

(h) Amount of Eape form in the engymaric extract. This amonnt
ranges from 2 to 30% depending on the source [17]. Because
the E;,, present in the mediom increased when tyrosinase
concentration increased and becanse the steady state of o-
diphenol activity was reached maore quickly, the lag period
diminished (Fig. 4).

(c] Monopheno! concentration. Increasing amounts  of
monophenal n the reaction medium involves a more
enzyme in the dead-end complex, Eq.T, and more time
to reach the steady state (Fig. 5). Note that it is critical
to use a low level of monophenol when trying to detect
monophenolase activity, because the lag period greatly
increases when monophenol concentration is high (Fig. 3).

(d) Fresence of o-dipfienols. The addition of catal ytic amounts
of o-diphenaol to the reaction mediom diminished the lag
period until it was abolished (Fig. 6), ndicating that the
level of o-diphenal in the steady state had been reached. If
this level is exceaded, the excess o-diphenol 15 used by the
diphenolase catalytic cycle, and activity increases (Fig. 7).

(e) Purification metfrod wsed. Becanse both monophenolase and
diphenolase cycles overlap, a true tyrosinase must show
both activities; the loss of monophenolase activity during
purification reported in the bibliography must be due to a
dramatic loss of enzymatic activity produced by acetone
powder, reducing agents, or insoluble resins, which affect
the monophenolase rather than the diphenolase activity [15].
Thus, mild purification methods based on Triton X-114
[11,153,26,28-32], or PEG-8000/phosphate as described in
the present paper, both seems to be saitable methods for
obtaining a tyrosinase showing hoth activities.

(f1 Chemical characteristics of the monopfenol wsed to resr
monaphenoliase aerivity. As described above, a crucial step
in the catalytic cycle is the chemical recycling of quinones.
Thus, ifamonophenal, such as rerr-butylphenol, which gives
the water stable rert-butyl-a-quinone, is used, no monophe-
nolase can be detectad unless HoOw is used to obtain the
Eq:p form during the reaction [10].

5, Conclusion

This paper describes a new simple parification method using
a PEG-8000/phosphate aqueous two-phase system, which not
only increases the recovery of the enzyme, but also renders a
clear and stable enzyme which allows a detailed kinetic char-
acterization of its monophenolase and diphenolase activities,
without the need for tedions chromatographic steps. This, opens
up the possibility of characterize this activity in other microor-
ganisms of such genera whose studies are hindered by the isola-
tion of the enzyme from their dark broths. Moreover, this could
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lead to possible biotechnological uses such as the synthesis or
madification of high-value compounds like coumestrol, known
for its oestrogenic activity, and L-DOPA, which is used for the
treatment of Parkinson’s disease [33].
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Abhstract

Streptomyces antibioticus tyrosinase was kinetically characterized after
purification by PEG-8000/phosphate phase partitioning and ammonium sulfate
fractionation using ferf-butylcathechol (TBC} and dopamine. The enzyme showed
an optimal pH at 6.5 and a Ky of 1.2 mM and 8.4 mM, respectively. The effect of
several inhibitors was studied for the first time on a Gram-positive tyrosinase. In
addition, previously undescribed characterization of inhibition and activation of a
bacterial tyrosinase using different kinds of cyclodextrins was carried out. When a
hydrophobic substrate of 5. anfibioficus tyrosinase, in this case, ferf-butylcatechol
was used, a marked inhibition was observed in the presence of hvdroxvpropyl-p-
cyclodextrins (OH-3-CDs} and gamma cyclodextrins (v-CDs}. This inhibition was
due to the complexation of TBC into the CD cavity. Moreover, the effect of some
hydrophobic inhibitors in the presence of OH--CDs and v-CDs was studied using
dopamine, a hydrophilic substrate of 5. anfibicticus tyrosinase. Increasing
concentrations of CDs in the presence of inhibitors like hexestrol or hinikitiol, were
able to reactivate the inhibited enzyme to reach the non-inhibited level, as a result of

the complexation of these inhibitory compounds in the hydrophobic core of the CDs.
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1. Introdncetion

Tyrosinase (monophenol, dihydroxy-L-phenylalanine:oxygen oxidoreductase
E.C. 1.14.18.1} 1s an enzyme that is widely distributed in nature and is responsible
for the biosynthesis of melanins and other polyphenolic compounds (Orenes-Pifiero
et al, 2006a). It catalyzes both, the eo-hydroxylation of monophenols to its
corresponding eo-diphenols (monophenolase activity) and the oxidation of o-
diphenols to e-quinones (diphenolase activity). The e-quinones, thus generated,
polymerize to synthesize melanin or melanin-like pigments in fungi, plants,
unicellular bacteria and mammalian cells.

Strepiomycefes are Gram-positive soil bacteria showing mycelious growth.
Members of this genus are involved in the formation and/or degradation of complex
biopolymers like lignins, melanins and humic substances (Kutzner, 1968}, About
40% of Streptomyces species produce melanin-like exopigments on tyrosine-
containing agar media, which mostly, but not always, coincide with the appearance
of an extracellular tyrosinase activity (Harald and Decker, 2006}.

Although several studies have been made of about the genetic and the
molecular biology of tyrosinase from Streptormnces antibioticus, there have been no
kinetic studies on the diphenolase activity of this enzyme with TBC or dopamine as
substrates, unlike in the case of Strepfomyces glaucescens (Lerch and Ettlinger,
1972}, This is perhaps due to the problems associated with its purification in the
Strepiomyces antibioticus broth, which is black. This color remains bound to the
enzyme preparation even after the usual ammonium sulphate fractionation step,
giving rise to an unstable enzyvme form. In order to obtain a stable enzyme, our
group has developed an easy and simple purification method based on an aqueous
two-phase system with PEG-8000 (5% w/w)/potassium phosphate buffer (pH 7}
{Orenes-Pifiero et al, 2006} and a subsequent precipitation with ammonium

sulphate.

Esteban Ovenes Pifiero 4



Capitulo VIT

Tyrosinase is an important enzyme in biotechnology (Kwang-Hoon et al.,
2000} due to its role in the synthesis or modification of high-value compounds like
the phytoestrogen coumestrol, known for its estrogenic activity, and L-DOPA,
which 1s used for the treatment of Parkinson’s disease. Moreover, it can be used asa
biosensor since it shows excellent analytical performance when immobilized in a
membrane (Yi-Feng and Hong-Yuan, 2001).

The aim of this paper was to characterize extensively the previously
undescribed diphenolase activity from Strepfomyces antibioticus using TBC and
dopamine as substrates. This study was also extended to the effect of two difterent
types of cyclodextrins (OH-3-CDs and v-CDs} on enzymatic diphenolic oxidation,

and represents the first study on a bacterial tyrosinase.

2. Materials and Methods

2.1 Reagents

Biochemicals, including inhibitors {cinnamic acid, L-mimosine, tropolone,
ascorbic acid, L-cysteine and metabisulfite} were purchased from Sigma (Madrid,
Spain) and used without further purification. The 2-hydroxy-propyl-p-cyclodextring
(OH-}-CDs) and gamma-cyclodextrins (y-CDs) were kindly supplied by Amaizo,
American Maize Products Co., Hammond, IN. Hexestrol (4,47-1,2-Diethylethylene-
diphenol) and Hinokitiol were obtained from TCT (Japan}.

2.2 Engyme purification

Streptomyces antibioticus was obtained and purified using the method

described by Orenes-Pifiero et al. (2006a). Briefly, Strepiomyces aniithinticus was

grown on GYM medium (Bernan et al., 1985; Katz and Betancourt, 1988}. After 15
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hours, the cultures were centrifuged at 10000 x g. The medium, containing the
exocellular tyrosinase, was subjected to an aqueous two-phase system based on
PEG-8000 (5% wiw}/potassium phosphate buffer (pH 7.0} (Sojo et al., 1998). After
the solution had been stirred for 15 min at room temperature, it was centrifuged at
10000 x g for 10 min at 25 °C. The upper black PEG-rich phase (20% of total
volume} was discarded, and the clean phosphate-rich phase containing the
Streptomyces antibioficus tyrosinase was brought to 60% saturation with (NHy 180,
under continuous stirring at 4 °C. After 1 hour, the solution was centrifuged at
60000 x g for 30 min at 4 *C. The pellet, containing the tyrosinase activity, was

collected and dissolved i a minimum volume of water.
2.3 Engyme activity

The oxidation of the 4-feri-butylcatechol and dopamine was followed
spectrophotometrically in an Uvikon 940 (Kontron Instruments, Italy} at their
respectively absorption maxima, which are 400 nm for feré-butyl-e-quinone (x=
1150 M'1cm'1) and 475 nm for dopaminochrome (g = 3300 M’10m'1}.

The standard reaction medium at 25 °C contained, in a total volume of 1 mL,
4 ng/mL tyrosinase, 2.5 mM TBC or dopamine in 10 mM sodium phosphate buffer
pH 6.5. One unit of enzyme was defined as the amount of enzyme that produced 1

wmol of feri-butyl-e-quinone/min, or 1 pmol of dopaminochrome/min, respectively.

3. Resnlts and Discussion

3.1 Effect of pH

Figure 1 shows the pH profile for the oxidation of fere-butylcatechol (TBC)

by tyrosinase. This oxidation was practically inexistent at acidic pH but showed a

Esteban Ovenes Pifiero 6



Capitulo VIT

clear maximum at pH 6.5. The optimum pH agrees with that described for
Streptomyces antibioticus activity towards L-DOPA (Bubacco et al., 2000; Streffer
et al., 2001}, but contrasts with the higher activity shown by some plant polyphenol
oxidases (PPOs} at acidic pH. This low pH optimum in plant PPOs is a result of the
activation of the latent form of the enzyme by acid shock (Kenten, 1937, 1938;

Nufiez-Delicado et al, 2003; Jiménez and Garcia-Carmona, 1996).

200
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Figure VIL1. Effect of pH on Streptomces amtibiodicus tyrosinase achivity m 10 mM
sodium acetate pH (3.5-5.5) and 10 mM sodium phosphate (pH 6.0-7 5). The reaction medium at

253°C contained 2.5 mM TBC and 4 jig/mL tyrosinase.
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3.2 Effect of TBC and dopamine concentrations

The apparent kinetic parameters (V,., and K} were fitted by nonlinear
regression using the Michaelis-Menten equation for the activity data obtained when
the TBC and dopamine concentrations were varied from 0 to 6.5 mM and 0 to 12
mbMl at pH 6.5 (Figure 2 and Figure 2 inset), respectively. The values obtained using
TBC as substrate, were 2635.7 pM/min and 1.2 mM, respectively. The K, value was
the same to the one obtained for this substrate in quince fruit pulp (1.2 mbl}
{Orenes-Pifiero et al., 2006b} but slightly higher than in Serepfomyces glaucescens
tyrosinase (0.9 mM} (Lerch y Ettlinger, 1972} and in persimmon PPO {0.658 mM)}
{Nufiez-Delicado et al., 2003}.

In the case of dopamine, the values obtained were 51.68 pM/min and %.4
mM, respectively. The Ky, value cannot be compared with any Sireptomyces sp.
tyrosinase, but it 1s higher than the values obtained for banana peel (3.9 mM} (Yang
et al.,, 2001}, for pulp PPO, which is its natural substrate (0.57 mM} (Sojo et al.,
1998}, and for Hevea brasiliensis (2.12 mM) (Wititsuwannakul et al., 2002},

Esteban Ovenes Pifiero b3



Capitulo VIT

280
200 -
150 F
£
E
=
-
= T
100 | £
E
:I: -
m
&0
] 2 4 ; a a 12
|dapamime {mir}
D 1 1 1
n 2 4 8
[TBC] (mM)

Figure VIL2. Effect of TBC concentration on Strepiomyces amtibiodicus tyrosinase. The

reaction mediuom contained 4 pg/ml of partially purified tyrosinase, TBC concentration ranging

from O to 6.5 mM mm 10 mM sodium phosphate buffer pH 6.5, Inset. Effect of dopamimne
concentration on Streptomyces amtibioticus tyrosimase. The reaction medium was the same but with

dopamine concentration ranging from 0 to 12 mh.
3.3 Effect of inhibitors

To further characterize the enzyme, a detailed kinetic study of its inhibition
was carried out. Table 1 shows the effect of several inhibitors on the diphenolase
activity of Strepfomyces anfibioticus tyrosinase, using TBC as substrate, since it was

the better of the two used in this paper. All of the inhibitors, reducing agents and
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substrate analogues used in this study inhibited tyrosinase activity and the extent of

the inhibition was dependent on the concentration of the compound used.

Table VIL.1. Inhibition percentage of 8. antibioticus tyrosinase using TBC as substrate

1 uM 10 uM 100 pM 1 mh
Reducing Agents
Ascorbic Acid 5 b 23 100
L-cysteine 11 14 21 100
Metabisulfite 2 10 64 100

Substrate Analogues

Tropolone 10 69 d6 100
L-mimosine 1 20 45 &5
Cinnamic Acid 5 & 7 17

Assayed under the standard reaction condition s with the appropriate concentration of inhibitor.

Among the reducing agents, L-cysteine appeared to be the most effective
inhibitor {Table 1}. The inhibition produced by thiol compounds may be due to an
addition reaction, taking place with the guinones and the formation of stable
colorless products (Tkediobi and Obasuyi, 1952} and/or to the L-cysteine binding to
the active center of the enzyme, as in the case of metabisulfite (Valero et al., 1992}).
Ascorbate acts as an antioxidant rather than as an enzyme inhibitor because it
reduces the initial quinone formed by the enzyme to the original diphenol before it
undergoes the secondary reactions that lead to browning. Ascorbic acid has also
been reported to cause irreversible inhibition (Golan-Goldhirsh and Whitaker,

1984).
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With regard to substrate analogues (Table 1}, tropolone was the most
effective inhibitor using TBC as substrate because it nearly inhibited the enzyme at
0.1 mM and did so completely at 1 mM. This compound was therefore selected to
carry out the kinetic analysis of 1ts inhibition. The inhibition was determined by
Lineweaver-Burk plots of I'v wversus I/s (data not shown} at three inhibitor
concentrations and confirmed by a Dixon plot of I/¥ versus inhibitor concentration
{Figure 3). The linear regression of the data defined the intersection point in the
second quadrant. This means that the inhibition of tropolone on tyrosinase is
competitive, and the inhibition constant, K,, which showed a value of 4.2 M, could
be deduced from the interception points. However, the data cannot be compared
since this 1s the first study of tyrosinase inhibition by tropolone in a Gram-positive
bacteria although this value is very similar to the one obtained for quince fruit pulp
PPO (4.7 uM} (Orenes-Pifiero et al., 2006b} and nearly 10-times higher than the

observed for tropolone on latent persimmon PPO (Nufiez-Delicado et al., 2003).
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Figure VIL3. Effect of tropolone mnhibition (Dixon plot) i Sireplomypces antibioticus
tyrosinase. The reaction medium contained 4 pg/mL brosinase, tropolone (0-20 mM), and thres
different concentrations of TBC [0.625 mM (), 1 mM (o) and 2.5 mM {¥)] n 10 mM sodium
phosphate bufter.

3.4 Effect of cyclodextrins

To extend the study of the inhibition of Streptomyces antibioticus tyrosinase,
the effect of sequestrants such as cyclodextring was studied. Cyclodextrins (CDs) are
a group of natrally occurring cyclic oligosaccharides derived from starch with six,

seven, or eight glucose residues linked by o 1—4} glycosidic bonds in a cylinder-

shaped structure and are denominated «-, - and y-cyclodextrins, respectively. The
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central cavity of these molecules 1s hydrophobic, whereas the rims of the
surrounding walls are hydrophilic. This hydrophobic cavity forms inclusion
complexes with a wide range of organic guest molecules, including (polyjphenols
(Cai et al., 1990). It has been suggested that cyclodextrins may moderate the
enzymatic browning of different fruits and vegetables (Hicks et al., 1990; Fayad et
al., 1997; Nufiez-Delicado et al., 1997} because they form inclusion complexes with
the substrates of polyphenol oxidase, thereby preventing their oxidation to quinones
and subsequent polymerization to brown pigments. Our group has also observed this
effect during the oxidation of phenols by lipoxygenase (Nufiez-Delicado et al.,
19994}, in which CDs act as secondary antioxXidants in synergism with ascorbic acid.

Modified cyclodexirins, which have one or more branches of an «-D-
gluicopyranosil umit or a (1— 4)-c-D-glican at the carbon site of the glicose
residues, have many advantages over the parent cyclodextrins. For example, they are
highly soluble, both in water and in organic solvents, and enhance the solubility of
otherwise water insoluble compounds by complexation (Nufiez-Delicado et al.,
1997), Among them, 2-hydroxvpropyl-p-cyclodextrins (OH--CDs} is one of the
most widely used for its high solubility and low cost. These properties have been
exploited commercially, especially in the pharmaceutical field (Kritharides et al.,
1996).

When dopamine was assayed in the presence of OH-p-CDs or +-CDs, the
activity was not inhibited (data not shown}. This clearly indicates that dopamine 1s a
highly soluble and hydrophilic o-diphenol, which shows little or no complexation in
CDs. To confirm this, TBC, a more hydrophobic e-diphenol, was used. In this case,
a clear decrease in activity was found at three different concentrations of TBC in the
presence of increasing concentration of OH-B-CDs (Figure 4A), and y-CDs (Figure
4B}.
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Figure VIL4. A, Effect of OH-[-CDs concentration on Strepiownpces antibioticus
tyrosinase. The reaction medium at 25 °C contamned 10 mM sodium phosphate bufter pH 6.5, 4
pg'mL of partially purified tyrosinase, increasing concentrations of OH-3-CDs {(0-10 mM}), and 5
mM TBC (), 2.5 mM TBC (o) and 1 mM TBC (W), B. The same reaction medium conditions but

with +-CDs. Solid Iines represent the adjustment of expermental data to equation 2.
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The modified cyclodextrin was selected to carry out a kinetic analysis of the
inhibition because of its better complexation with TBC. This can be explained by the
fact that TBC is a diphenolic compound with a hydrophobic group, which enters the
hydrophobic cavity to form inclusion complexes, diminishing the free TBC
concentration available for the enzyme. This concentration can be mathematically

expressed as in Equation 1 (Nufiez-Delicado et al., 1999b):

fsc = ( qgo |- [sc k. +1'_j+J¢D;Kd - Bc Jk, +1° -4k, l‘BC]jzﬁd ()

Where subscripts / and ¢ refers to the concentration of the free and total
compounds, respectively, in this case, TBC and CD. Thus, the complete Michaelis-

Menten equation can be expressed as:

Vi I(IJDZK:— Frc &+ 1+ J o k. - fRC K- +1)? + 4K IBCZEZKC @
kv Q(ED®: Fec k-1 J(Epk: FBC )R- 11?1 4k fzc. 1ok,

v

Equation 2 shows a nonlinear relationship between v and [CD], as depicted in
Figure 4. Fitting the data of this figure to equation 2 by nonlinear regression gives a
value of 13170 M for the formation constant K.} of the inclusion complex
between TBC and OH-(3-CDs. This value is similar to that described for the
oxidation of TBC by lipoxygenase (Nufiez-Delicado et al., 1999a} in the presence of
cyclodextrins. Similarly, the K, obtained for TBC and v-CDs was 603 M. This K,
has never beet1 described before.

To complete our study of the kinetic behavior of tyrosinase from
Streptomyces antibioticus in the presence of CDs, the effect of inhibitors was

studied using dopamine as substrate to avoid any interference of the substrate with
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CDs. Since the inhibitors used in Table 1 are highly hydrophilic, they did not
interact with the CD core. Thus, two previously undescribed inhibitors for 5.
antibipticus tyrosinase were found, hexestrol and hinokitiol. These two inhibitors

were able to complex with cyclodextrins, entering its central cavity.

3,0

2,50

2,0

11V

1.5

1.0

0.5

0,0

[CDs] mM

Figure VIL5. Effect of OH-[}-CDg (o) and +-CDg (c) on the oxidation of dopamine by
tyrosimase 1 the presence of hinokitiol. The reaction medium at 25 °C contained 10 mM phosphate
bufter (pH 6.5}, 4 pg/mL of partially purified tyrosmase, dopamime 5 mM, hmokitiol 13 pM and
mereasing concentrations of CDs (0-25 mM). The dotted Iine represents the activity level without

mhibitor. Solid Iines represent the adjustment of experimental data to equation 7.
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Hinokitiol shows the greater inhibition capacity because at 10 pM it
completely inhibits the enzyme in the presence of dopamine. On the other hand,
hexestrol only inhibits 36% at 10 pM. When the CD concentration was increased in
the presence of any of the above inhibitors, a clear activation was found (Figures 3
and 6). At increasing CD concentrations, the enzyme was clearly uninhibited by
hexestrol and hinokitiol, and the activity asymptotically approached the levels of
activity obtained in the absence of inhibitors (0,053 min/mM)}. (Figures 5 and 6
dotted lines). This effect is more evident in the core of OH-3-CDs (Figures 5 and 6).

0,20

0,10

1Y

0,05

D,DU | | | | | | |

[CDs] (mv)

Figure VIL6. Effect of OH-[}-CDg (#) and +-CDg (o) on the oxidation of dopamine by
tyrosinase 1n the presence of hexestrol. The reachon medium at 25 °C contained 103 mM phosphate
buffer (pH 6.5), 4 pg/mL of partially punfied tyrosinase, doparmine 5 mM, hexestrol 100 ph and
mereasing concentrations of CDs (3-7.5 mM). The dotted Iine represents the activity level without

mhibitor. Solid Iines represent the adjustment of experimental data to equation 7.

Esteban Ovenes Pifiero 17



Capitulo VIT

To understand the recovery of the activity in Strepfomyces antibioticus
tyrosinase when dopamine was used as substrate (Figures 5 and 6), a Michaelis-
Menten equation for linear competitive inhibition must be obtained as a function of
the known parameters, i.e., total CD concentration, total inhibitor concentracion,

Vv and K. For this, the following scheme was assumed:

E+5—<E5—-E+P
[+« I;+ CDy & 1-CD ()]

El

where subscript /refers to the concentration of the free inhibitor, in this case,
hinokitiol or hexestrol, and I-CD refers to the complex formed by cyclodextrins and
the inhibitory compound.

Assuming the above, the defining equation for linear competitive inhibition is
Vb

220

And thus

=

4)

1 Ke 1 Ku s-
= I, &

IR AR 72

where subscript frefers to the concentration of the free inhibitors — hexestrol
and hinokitiol [Ht]y. [Ht]ycan be expressed as a function of [Ht]; in a similar way as

described above for [TBC]; (Equation 1}:

b -(dpk-Fk 13 /qdDKk-Frk+1°+4K IJrIjZKC (8)
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and substituted in Equation 6 to give

:KM—|—

Al

1Ay
Efm I)I-m IE{F

.
X I Dy GESR T Vo) O Ty QRELITS) Vg P g

= |

Equation 7 shows a nonlinear relationship between 1/v and [CD], as in

Figures 5 and 6. Table 2 shows the data fitted by nonlinear regression.

Table VIL.2. Kinetic constants of complexation between CDs and inhibitors after

fitting the data of Figures 5 and & by nenlinear regression to Equation 7.

Hinokitiol 10 pM Hexestrol 100 puM
K 84 K 84
Vinax 62.5 Vimax 48.36
OH-p-p-CDs
Ki 0.05 K, 0.49
K. 12903.2 K. &6
Km 84 K 84
Vinax 534 Vinax 39.8
v-CDs

Ki 0.05 Ki 0.49
K. 9813.5 K. 792.6

When hinokitiol was used, the complexation constant (K.} between this
inhibitor and CDs was relatively high (12903 M’1}, showing that both hinokitiol and
CDs form a good and stable complex. When hexestrol was used, the K, obtained
was lower (836 M'1}. The latter, 1s very similar to the value obtained for 4-

iodophenol using PPO banana pulp (Sojo et al, 1999} In both cases, the

Esteban Ovenes Pifiero 19



Capitulo VIT

complexation between OH-[3-CDs and the inhibitors was better than the one with
CDs; this can be explained because modified cyclodextrins enhance the sohibility of
otherwise water insoluble compounds and also because of the bigger cavity of v-
CDs, which reduces the hyvdrophobic interactions. These values cannot be compared
because this is the first time that these inhibitors are used with any bacterial

tyrosinase or PPO in the presence of CDs.

5. Conclusions

This paper deals with the kinetic characterization of diphenolase activity from
Strepiomyces antibioticus tyrosinase. Of the several inhibitors used, hinokitiol,
hexestrol and tropolone were the best. Moreover, none of them has been described
previously for any bacterial tyrosinase. In addition, natural occurring compounds
like cyclodextrins, which are used in food technology and in pharma, can release the
inhibitory effect ot the above inhibitors. This effect is also described for the first
time in bacteria. These results, together with the simple purification system
described by our group for this enzyme (Orenes-Pifiero et al., 2006a}, could lead to a
low cost enzyme for pharmaceutical, food and polymer industries for transforming

insoluble substrates in the presence of cyclodexirins.
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Abstract

Cloning the gene phed from the thermophilic bacteria Geobacilfus
thermoglucosidasins into E.coli Rosseta carried out the development of an
effective procedure to hydroxylate tyrosol into a high-added-value compound
like hydroxytyrosol. Phenol hydroxvlase thus obtained 1s a two-component
enzvme encoded by phedi and phed’ genes. These two genes were subcloned
together as a 2 Kb fragment in £. cofi Rosetta and the transformants were able to
grow and degrade phenol and tyrosol up to 5 mM, using PTG (isopropyl-[3-D-
thiogalactopyranoside) as an inducer. Moreover, a new fragment with 340 pb
upstream pheAl gene was subcloned and a similar degradation rate was attained
without [PTG, confirming that this fragment encodes for a phenol hydroxylase
promoter that can be recogmized by FEscherichia coli. Both transformants
achieved the total bioconversion of monophenols with a concentration 5-fold that
previously described for this gems in the bibliography. This good conversion
rate could not he obtained with polyphenol oxidase from Cydonia oblonga pulp
or tyrosinase from Sirepiomyces antibioticus immobilized on different supports.
The use of the transformant with 1ts constitutive promoter is probably more
interesting from a biotechnological point of view, since it 1s not necessary to use

IPTG and alsa it has higher operational stability.
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Introduction

Phenolic compounds are widespread in nature and the hydroxyvlation of
aromatic rings is a fundamental reaction for the preparation of many active
compounds (Allouche and Sayadi, 2005). This hydroxylation, which can be
produced by several microorganisms, is an interesting method to obtain products
of high added valie for pharmaceutical, chemical or food companies in a single
step reaction under mild conditions (Semba et al., 1996). These products are
considered natural since the European Community Legislation includes
compounds produced by living cells or enzymes from a natural source under the
term “natural products™ (Eval et al., 2006).

On the other hand, phenolic denvates are common pollutants in the
wastewaters of oil refineries, petrochemical plants or olive oil mills. Phenol
removal is a key process for the biodegradation of polhitants at high temperatures
because even low concentrations of phenol can severely inhibit microorganism
growth (Feitkenhaner et al., 2001).

Mesophilic microorgamsms are widely used for degrading aromatic
compounds but little 1s known about the transformation of these derivates by
thermophilic bacteria ke Geobacillus thermoglucosidasius (Duffner et al., 2000;
Kirchner et al, 2003). This microorganism degrades phenol through
hydroxylation of the ring and subsequent ring fission by meta-cleavage (Duffner
et al., 2000).

Hydroxytyrosol (3,4-dihydroxyphenylethanol) is the most abundant oriso-
diphenol compound occurring in olive o1l (Angerosa et al., 1995). It has powerful
antioxidant properties and presents several interesting aspects for human health
(Visioli et al., 2002) For example, i vitro results demonstrated that
hydroxytyrosol inhibits human low-density lipoprotein oxidation ( Arouma et al.,
1998), scavenges free radicals (Visioli et al., 1998), inhibits platelet aggregation
(Petroni et al., 1995) and leucotriene protection for human neutrophiles (De la
Puerta et al., 1999), and confers cells protection (Manna et al., 1997). Moreover,

it acts as an antibacterial agent i# vitro (Bisignano et el., 1999) and recently it has
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been demonstrated to have good bioavailability, which favors 1ts addition to food
(Manna et al.,, 2000). Although several studies exist about phenol hydroxvlase
from Geobacillus thermoglucosidasins (Duffner et al., 1998; Kirchner et al.,
2003; Van der Heuvel et al, 2004), there are no studies concerning the
bioconversion of this high valuable phenolic compound.

The aim of this paper is twofold: it not only represents the first study of
tyrosol  [2-(4-hydroxyphenyljethanol] hydroxylation to the corresponding
hydroxytyrosol, using a phenol hydroxylase from the thermophilic
microorganism G. thermogiucosidasius expressed into E. cofi with and without
IPTG induction, but also develops a new whole-transformed-cell system with a
thermophilic phenol hvdroxylase for synthesizing hydroxvtyrosol. In addition,
this bioconversion rate of tyrosol to hydroxvtyrosol 1s compared with
immobilized polyphenol oxidases or tyrosinases, like those obtained from guince

fruit pulp (Cydonia oblonga) and Streptomyces antibioticus.

Material and Methods

- Materials

Genbacillus thermoglucosidasins A7 was obtained from DSMZ (Deutsche
Sammiung von Mikroorganmismen und Zellkulturen, Germany) with the accession
number DSM 2542 and was cultured at 65 °C in HF medium containing 1% veast
extract, 0.2% (w/v) tryptone and 1 mM phenol, as described previously (Kirchner
et al., 2003). The E. coli Rosetta (Novagen), used for construction and
maintenance of plasmids, was cultured at 37 °C on Luria-Bertani (LB} medium.
Phenol, tyrosol, ascorbic acid, sodium periodate, kanamycin and IPTG were
purchased from SIGMA (Madnd, Span). Restriction enzymes, T4 ligase and
DNA polvmerase (High-Expand Fidelity PCR System) were purchased from
Roche. The plasmids pET-28a and pET-Duet were obtained from Novagen.
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- Cloming of phed gene from G thermogiucosidasius to E. cofi Rosetta:

The genomic sequence that encodes Geobacillus thermoglucosidasius phenol
hydroxylase gene was obtammed online from the National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Ohgonucleotides OL96 (CGGATCCAT
GAAAGATATGATGAATGGC), where the introduced BamHI site s
underlined, and OL97 (CCTTAAGTTAGCTCGACGTC TCCACTTT), where
the introduced EcoRIl site 1s underlined, were used to amplify the phenol
hydroxylase gene without promoter from Geobacillus thermoglucosidasius
genomic DNA, while OL126 (CCGGATCCCTGCGCGGGGCGGATGTGATT),
OL127 (CCGGATCCTTAGCTCGACGTCTCCACTTTTTCG), where the
introduced BemiHI restriction sites are underlined, were used in the amplification
of the same gene with its own promoter. All of them were synthesized by Roche
(Roche Spain, Barcelona). The amplification program was 2 min at 95 °C,
followed by 30 repeats of 30 s a1t 95°C, 30 s at 61 °C and 2.5 min at 72 °C, with a
final step of 10 min at 72 °C.

The first PCR product was digested with BamHI and EcoRI and subcloned
into BamHL/EeoR1 pET-28a vector (Novagen) to form pET-phked. The second
PCR product was digested only with BamHI and cloned into BamHI pET-28a
vector (Novagen), to form pET-phed® (with its own promoter).

Plasmids were introduced into £. coli Rosetta (Novagen) by electroporation
and F. cofi Rosetta harbouring pET -phed (E. coli-phed) and pET-phed™® (E. coli-
phed®) were cultivated on LB apar plates supplemented with 50 ug/mL of
kanamycin. After 12 hours, colonies were picked into 96-well sterile plates
containing 200 ul. of LB broth with kanamycin. After 12 hours, they were
induced for the production of phenol hydroxylase with 1 mM of I[PTG (when
necessary), for the same period, at 30 °C. After that, induced cells were harvested
by centrifugation at 1700 x g for 20 min on a microplate centrifuge Sigma 2-16K
(Sigma, Germany) and resuspended into new LB kanamvein medim with 5 mM
of the corresponding monophenol. After 9 hours, £. coli-phed and E. coli-phed*

cells were harvested by centrifugation at 1700 x g for 20 mmn and the
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supernatants (containing the biosynthesized diphenols) from each well were
collected on an assay microplate for activity analysis.

In order to co-express the two genes together, a pET-Duet vector was used.
Oligonucleotides 0OL193 (CCGGATCCGATGAAAGATATGATGAATGGC
AAGGAA), where the introduced FBamHI site 1s underlined, and OL194
(GGAATTCTTATTTCTGAACAATTTCTTTTTTCGGAGACAC), where the
introduced FeoRl site is underlined, were used to amplify the phed§ subunit of
phenol hvdroxvlase gene from Geobacilius thermogiucosidasins genomic DNA.
Oligonucleotides OL195 (CCCATATGATGGACGATCGCTTATTTCGCAAT
GCA), where the introduced MNdel site 1s underlined, and OL196
(CCTCGAGTTAGCTCGACGTCTCCACTTTTTCG), where the introduced
Xhol site 1s underlined, were used to amplify the phed2 subunit of phenol
hydroxylase gene. The amplification programs were 2 min at 95 °C, followed by
30 repeats of 30 s at 95 °C, 30 s at 64 °C and 2 min at 72 °C, with a final step of
10 min at 72 °C.

The phed! PCR product was digested with BamHI/EcoR1 and subcloned into
BamHI/EcoR1 pET-Duet wvector (Novagen). The phed4? PCR product was
digested with Ndel/Xhol and subcloned into the same pET-Duet vector, now
digested with Ndel/ Xhol, to obtain the vector with the two genes together. Later,

the plasmid was introduced into £. coli Rosetta (Novagen) by electroporation.

- High-throughput enzyvmatic assay

To measure the phenol hydroxvlase activity with high-throughput in 96-well
plates, we developed a new colorimetric method, based on the addition of sodium
peniodate to the above described assay microplate. The oxidant converts the o-
diphenol generated by phenol hvdroxylase in the supernatant to its corresponding
p-quinone, causing a vellow color to appear. The reaction medium contained in a
total volume of 200 pL, 180 pL of cell-free supernatant and 20 uL of 100 mM
sodium periodate. Activities were measured at 400 nm on a microplate reader

Synergy HT (Biotek, USA) under kinetic mode at 37 °C.
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Clones that showed higher rates of activity were selected from a master plate
and grown i 50 mL Terrific Broth (TB) kanamycin to late-exponential phase. 1
mM of IPTG was added and incubated overnight (when necessary). TB medium
was only used to increase the growth of the culture cells. After incubation on TB,
cells were centrifuged at 6000 x g for 15 minutes an transferred to a new 50 mL
LB medium to follow the bioconversion of monophenol into diphenol due to its
lower cost and the presence of lower amounts of inorganic salts that could be
harmful for the HPLC. This LB medium also contained kanamycin, 10 mM of
ascorbic acid, and 5 mM of phenol or tyrosol. The bioconversion reaction was
monitored and incubated on a rotary shaker at 37 °C. Samples were withdrawn

periodically, filtered with 0.22 pm nylon syringe filters and analyzed by HPLC.

- HPLC analysis

HPLC analvyses were carried out in an Agilent 1100 at 280 nm with a constant
flow rate of 1 mL/min. The mobile phase consisted of 60% tetrabutylammonium
bisulfate, and 185 mM potassium dihydrogen phosphate in water, 40% methanol
(HPLC grade from Labscan) adjusted to pH 6.5 with 3 M ammonia. The column
used was a Kromasil C8, 5 um, 150 x 4.6 mm and its temperature was fixed at
30 °C.

The retention time obtained for phenol, catechol, tyrosol and hvdroxytyrosol
were 10.7 min, 5.7 min, 4.3 min and 3.1 min, respectively. The commercial
patterns of these compounds are shown in Figure 1, except for hydroxytyrosol,

whose 1dentity was verified with a GC-MS and NMR analysis.
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Figure V111.1. HPLC patierns of phenolic compounds. {A) Phenol; (B) Catechol; (C)
Tyrosol in 60% tetrabutylammonium bjsulfate, and 185 mM potassium dihydrogen phosphate in

water, 40% methanol mobile phase at 280 nm.
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- GC-MS and NMR analysis

The hydroxytyrosol obtained from the growth medium of E. coli-phed was
purified using a column with a hydrophobic polystyrene resin (Amberhte X AD-
4}, extracted with 30% methanol in water and dissolved 1n DMSO-dé.

To carry out the GC-MS, the instrument used was an Agilent 5973 Mass
Spectra coupled with an Agilent 6890N Gas Chromatograph. The analytical
capillary column was an HP-5MS with a length of 30 m using Helium as carrier
£as.

The NMR instrument was a Bruker Avance 300 Hz equipped with a QNP
probe with gradient for liquid or dissolved samples in 5 mm tubes for 'H, “C, *'P

19
and “F mucleus.

- Immobilization of tyrosinase/PPO

- Binary immobilizaiions

Immobilization of tyrosinase from Strepiomiyvees antibioticus and polyphenol
oxidase from guince fruit pulp (Cydoria oblonga) was carried out as described
by Yahsi et al. (2005). Briefly, the first immobilization was developed using
alginate pel beads. Enzyme solutions (70 ug/mL) were added in Na-alginate
solution (95 mL, 1% w/v). This mixture added dropped wise to 0.27 M CaCl,
solution. As a result of this procedure, tyrosinase/PPO was entrapped in Ca**-
alginate spherical beads. The immobilized enzyme was washed twice with
distilled water. Beads were stored in 0.027 M CaCl; sohition at 4 °C for 24 hours.
After which, surface modifications of the Ca**-alginate beads were made by
adding 50 mL of epichlorhydrin solution and stirring at 25 °C for 12 hours. Later,
a new enzyme solution was used to attach tyrosinase/PPO to the beads surface at
25 °C in a water bath that was shaken for 12 hours.

The second type of immobilization was performed by using a mixture of

polviacrylamide-co-acrylic acid) hvdrogels followed by the immobilization of
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more tyrosinase molecules through 1ts ammno groups, which were activated by
epichlorhydrin. Hvdrogels were synthesized by free-radical crosslinking
polymerization of acrylamide and acrylic acid using a small amount of
bisacrylamide as the crosshnker. Ammomum persulfate and TEMED were used
as the redox initiator system. The same enzyme solutions were used. After
polymerization, hyvdrogels were cut into cubes and waited in distilled water for 1
hour at 4 °C. As a result of the first immobilization procedure, tyrosinase/PPO
were entrapped in the hvdrogels. Binary immobilization was carried out with

epvchlorhydrin in the same manner.

- Immobilization on hydrophific membranes

Immobilization was carried out using the method described by Boshoff et al.
(2002). In brief, nitrocellulose membrane disks were soaked overnight in distilled
water. Each membrane was then placed in a 10 mL solution of tvrosinase/PPO.
Membranes were left in the enzyme solutions for 1 hour at 4 °C. Glutaraldehyde
was then added to a final concentration of 1%, and a further 30 minutes was
allowed for crosslinking. Membranes were removed, washed twice in 50 mM

phosphate buffer pH 7.0 and then used for biocatalytic reactions.

- Protein analysis

The molecular mass under denaturing conditions (SDS-PAGE) was
performed at room temperature using 10% acrylamide resolving gel and 5%
acrylamide stacking gel. Protein percentage and size were determined using an
Image Scanner (Amersham Biosciences) by analyzing the 1mage obtamned with
the Image Quant TL (Amersham Biosciences) software. Soluble fractions were
purified by thermoprecipitation, heating the samples at 65 °C for 30 min.
Samples were centrifugated at 14000 x g for 10 min, thus eliminating, most of

the proteins from £. cofi.
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Results

- Cloning and over-expression of phedf and phed’

The mtial degradation of phenolic compounds by Geobacillus
thermoglucosidasins 11 nature 1s carried out by a two-component protein named
phenol hyvdroxvlase (PheA). The large component is encoded by phedf gene and
gives rise to a 57 kDa protein. This protein has hydroxylase activity, it is a
homodimer, but has no activity on its owrt. The minor component (encoded by
phed2 pene) has a predicted molecular mass of 17.8 kDa; it is also a homodimer
and show reductase activity (Duffner et al,, 2000). This enzyme 1s an umsual
example of a two-component flavoprotein hydroxylase, in which flavin reduction
and substrate oxvgenation take place in the same protein (Van der Heuvel et al.,
2004).

Genomic DNA from Geobacillus thermoglucosidasius was used to amplify
the gene phed with a PCR reaction using the four primers described in Materials
and Methods. Once the gene was amphfied, it was digested with the restriction
enzymes BamHI-EcoRIl (gene without phenol hydroxvlase promoter) and
BamHI-BamHI (gene with its constitutive promoter), obtaining fragments of 2
Kb, and a 2.3 Kb, respectively. This bigger size of the second digested fragment
1s due to the presence of the Geobacillus thermoglucosidasius phed ! promoter.
After ligation with pET-28a, the constructs pET-phed and pET-phed® (with its

own promoter) (Figures 2 A and B), were transformed into £. cofi Rosetta.
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Figure V111.2. { A). Strategy for construction of pETphed. (B). Strategy for construction of

PET-phed*. Expression plasmids were built as described in Materials and Methods.

Esteban Orenes Pifiero

13



Capitulo VIif

Although both protein components (PheAl and PheAZ2) are necessary for
phenol hydroxvlase activity, £. cofi containing the plasmid pET-28a with the
genes in tandem did not express PheA2 and only one clear protein band (PheA1)

could be detected by SDS-PAGE (Figure 3; line B).

175 kDa

83 kDa

72 kDa
phed 1 (57 kDa)

47.5 kDa

32.5 kDa

phed? (17.8 kDa)

16.5 kDa

Figure V111.3. SDS-PAGE 10% acrylamide resolving gel. Lane A, molecular markers (in
kDz). Lane B, soluble fraction of £ cofi-phed with ovemight induction with 1 mM IPTG and
after 30 minutes at 65 °C for thermoprecipitation of £ cofi proteins. Lanes C-F, soluble
fractions using pET-Duet system with the two components of G. thermoglucosidasius phenol
hydroxylase afier 3, 6, 9 and 12 hours of induction with 1 mM 1PTG in £. cofi Rosetta and after

30 minutes at 65 *C for the thermoprecipitation of £. coli proteins.
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The over-expression of PheAl reached in this study was superior to 40% of
the total amount of protein, whose molecular mass was 57 kDa, but no
expression was found for the band of 17.8 kDa (subunit Phe A2). It seems that, in
this construct, phed2 expression uses its own Geobacillus thermoglucosidasius
ribosome-binding site, which might not be effective in E. cofi. (Van der Heuvel
et al., 2004). This assumption was demonstrated when both genes were cloned in
the pET-Duet vector (Novagen) which permits the co-expression of genes. In this
case, the oxidase and the reductase component were expressed (Figure 3; lines C-
F). However, when activity was followed, the clone with only phked/ into pET-
28a and the clone with pked] and phedZ into pET-Duet, give rise to the same
activity. These results indicate that that £. co/i Rosetta can supply the reductase

component needed for phenol hydroxyvlase activity.

- Conversion of phenol or tvrosol by transformants with and without its

|!mm0ter:

Transformants of E. cofi Rosetta that showed the highest bioconversion rate
of monophenols to its corresponding o-diphenols (see Material and Methods)
were grown on TB medmm with kanamycin to obtain a big amount of biomass
before starting biocatalyst. When an absorbance of 3.5 was reached, 1 mM of
IPTG was added (when necessary) and incubated overnight. When no IPTG was
used, the overmight incubation was avoided. Afterwards, the cells were
centrifuged at 6000 x g for 10 minutes. The medium was discarded and cells
were washed twice. In all biotransformation experiments, the amount of
transformed cells used was 1.5 g dry weight.

These cells (£, coli-phed and E. coli-phed®) were then transferred to a new
LB-kanamycin medium (50 mL) with 10 mM of ascorbic acid to avoid the
oxidation of the diphenols synthesized, and 5 mM of phenol or tyrosol. The
resulting bioconversion rate was followed by HPLC. Figures 4 and 5 show the

time course of the monophenolic compound depletion and the concomitant
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diphenol accumulation in the medimm after induction with IPTG and without
induction (pheA promoter). The accumulation of diphenolic compounds increase
constantly.

Regardless of the absence (+ IPTG) or the presence (- IPTG) of the
Geobacillus  thermoglucosidasins  phenol hydroxylase promoter, all the
monophenol was consumed, although the maximum concentration of diphenol

was reached after 12 or 16 hours, respectively.

100 £

an r

60 |

40t

%% Transformation

Time (hours)

Figure Y11L4. Time-course transformation of phenol (e) into catechol (o) using £, cofi-

phed at 37 °C in LB-kanamycin medium with 5 mM phenol and 10 mM ascorbic acid.
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Figure ¥11L.5. Time-course transformation of phenol (#) into catechol (o) using £ cofi-

phred™* at 37°C. The reaction medium js the same as in Figure 4.

When tyrosol was assaved, similar results were obtained, but the time needed
to transform all the monophenol was shorter, 10 and 14 hours, respectively
(Figures 6 and 7). In order to ensure that the hydroxvlation of phenol and tvrosol
was mediated by G. thermoglucosidasius phenol hydroxylase, new transformants
with an empty vector were grown in the same medium and no bioconversion at

all was found (data not shown).
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Figure V111.6. Time-course transformation of tyrosol (®) into hydroxyiyrosol (@) using £.

coli-pheA at 37 °C in LB-kanamycin medium with 5 mM tyrosol and 10 mM ascorbic acid.
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Figure VIIL.7. Time-course transformation of tyrosol (#) into hydroxytyrosol (o) using £, cofi-

phed* at 37°C. The reaction medium is the same as in Figure 6.

To make sure that the compound synthesized by the transformed F£. cofi
Rosetta was hydroxvtyrosol, the reaction medium was passed through a
hydrophobic resin (Amberlite XAD-4). The purified hvdroxytyrosol product was
analyzed by mass spectrography (GC-MS) and one-dimensional ('H-NRM) and
two-dimensional (HMBC-NMR) spectrography.

Figures 8A and 8B show the chromatograms (GC-MS) of the punfied
reaction medium and the mass spectra of hydroxytyrosol with a molecular ion
(M%) of 154 units and the mass spectra of tyrosol with a molecular ion (M™") of
123 units with a fragmentation of 31 units corresponding to its

hydroxymethylene fraction.
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Figure V11L.B. GC-MS of purified LE growth medium. {A) Retention time of tyrosol

{17.06 min) and hydroxytyrosol (22.36 min). (B) Fragmentation (E1y of hydroxytyrosol peak

into its hydroxymethylene fraction.
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The 'H-NMR of the aromatic ring of hydroxytyrosol can be seen in Figure 9.

This figure shows the substitution pattern (C,, C; and C4) and two broad singlets

attributable to the two phenolic hydroxide groups.
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Figure VI1IL9. Aromatic 'H-NMR spectra of purified hydroxytyroso! obtained from

enzymatic synthesis.

The relative position of the three substitnents is confirmed with Hydrogen-

Carbon large distance correlation (HMBC) (Figure 10). All these results confirm

that tyrosol is transformed into hydroxytyrosol by phenol hydroxylase.
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Figure V111.10. Two-dimensional NMR spectra of purified hydroxytyrosol confirming the

position of the suitable substituents.
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- Optmzation of conditions for diphenols production bv transformed cells

To improve diphenol production and to avoid its subsequent degradation by
E. coli cells, additional conversion studies were performed. Firstly, transformed
cells were cultivated in LB medium alone, but after several hours, the diphenols
synthesized evolved to their corresponding quinones and the time needed to
transform the monophenols completely was much longer (data not shown). For
that reason, we chose ascorbic acid to avoid the oxidation of diphenols, and
terrific broth (TB) to obtain a larger amount of cells and to reduce the conversion
time. The optimum concentration of ascorbic acid was found to be 10 mM, since
at this concentration it is totally consumed during the reaction and no gquinones

are formed (Figures 11A and B).
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Figure V111.11. HPLC determination of the different phenolic compounds and ascorbic
acid indicating the absence of quinone formation under these conditions. {A) Phenol conversjon

after 9 hours with IPTG induction. (B) Tyrosol conversion after 7 hours with IPTG induction.

In order to examine the effect of the monophenols concentration on the
formation of diphenols, cells were resuspended in LB medium with different
concentrations of monophenols (1, 2.5, 5 and 10 mM). The optimal monophenol

concentration is that which allows the greatest efficiency and wyield of diphenols.
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The maximum concentration of diphenols that transforms 100% of monophenols
was 5 mM. A higher monophenol concentration was detrimental to the increase
in the amount of diphenols obtained, which was probably due to the toxicity of
phenol and tyrosol in E. cofi. Similar results were reported for tyrosol toxicity in

Pseudomonas aeruginosa (Allouche et al., 2004).

- Operational stability of transformed cells

To further characterize this transformation system, the reusability of the cell
catalyst was examined in batch bioreactors due to its economic importance
(Figure 12). Transformed cells were used repeatedly 5 times. After each cycle,
cells were centrifuged at 6500¢ at 4 °C for 15 min, washed twice and
resuspended in fresh LB-kanamicin medium with phenol or tyrosol (5 mM) and
ascorbic acid (10 mM), and kept at 37 °C with continuous shaking. The residual
activity was always higher in £. coli-phed® than in E. cofi-phed indicating the
need of the repetitive use of IPTG, which could be detrimental for the cells. In

addition, both transformed cells better tolerated tyrosol than phenol.
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Figure V11112, Operational stability of phenol hydroxylase as biocatalyst. (#) £. cofi-

phed* and phenol as substrate; (o) £ cofi-phed and phenol as substrate; (m) £ coli-phed* and
tyrosol as substrate; (O) £. cofi-phed and tyrosol as substrate.

- Bioconversion using different enzvme sources

To compare this biotransformation system of monophenols into diphenols,
two different polyphenol oxidases were evaluated. One of them was polyphenol
oxidase from quince fruit pulp (Cydonia oblonga) and the other one was
tyrosinase from Sireptomyces aniibioticus. Both of them were previously purified
by our group (Orenes-Pifiero et al., 2005; Orenes-Pifiero et al., 2006). They were
immobilized onto different supports, including alginate gel beads,

polviacrylamide-co-acrylic)hvdrogels and hyvdrophilic membranes (Figure 13).
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Figure VI111.13. PPO/tyrosinase immobilization in different supports. {(A) alginate gel

beads, (B) poly{acrylamide-co-acrylic)hydrogels.

The bioconversion percentage of tyrosol to hydroxytyrosol was monitored for
7 cycles of one hours each, using all these supports (Figure 14). Hydrogels were
the best support, while the degree of transformation of tyrosol was 40% lower

than with £. coli-phed and E. coli-phed™ complete cells.

an
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Figure VI111.14. Cperational stability of quince PPO and Streptomyces antibioticus
tyrosinase, both immobilized on alginate gel beads, poly{acrylamide-co-acrylic acid) hydrogels
and hydrophilic cellulose membranes, towards tyrosol as substrate. Representation of the
percentage of transformation ws number of cycles (1 hour duration) at 5 mM tyrosol in 50 mM
phosphate buffer pH 7.0. (m) Hydrogel with immobilized PPO; (O) Hydrogel with tyrosinase;
{#) Gel beads with PPO; (o) Gel beads with tyrosinase; (&) hydrophilic membrane with PPO
and (A) hydrophilic membrane with tyrosinase.

Therefore, hydrogels were also used to measure the transformation of phenol
to catechol (Figure 15), obtaining less conversion and a drastic reduction of the
operational stability when compared with tyrosol.

Hydrophilic membranes were the worst option in both cases becanse 1ts
overall yield was very low (about 20%) and the loss of the activity was higher

than with the other systems assaved in this paper.
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Figure VI111.15. Cperational stability of quince PPO and Streptomyces antibioticus
tyrosinase, both immobilized on poly{acrylamide-co-acrylic acid) hydrogels, towards phenol as
substrate. Representation of the percentage of transformation vs number of cycles (2 hours
duration) at 5 mM phenol in 50 mM phosphate buffer pH 7.0. (#) Hydrogel with immobilized
PPO; (o) Hydrogel with immobilized tyrosinase.

Discussion

Many companies in the pharma, chemical, and food industries have shown
interest in the development of biotransformations using enzymes as biocatalysts,
either free, immobilized, or in whole cells. In particular, there i1s considerable
interest in using microbial transformations for producing natural antioxidants,
especially  orthodiphenolic compounds (Allouche and Sayadi, 2005).
Hydroxvtyrosol presents several interesting aspects for human health and is not

commercially available. In this paper, we studied its production by whole-cell
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transformation using synthetic tyrosol as precursor. On the other hand, phenol 1s
a pollutant in many wastewaters. We investigated the production of
hydroxytyrosol and the degradation of phenol using the phenol hydroxylase gene
from thermophilic bacteria.

The over-expression of PheAl was more than 40% of the total amount of £
coli-phed proteins. However, no expression appeared of PheAZ2 protein.
Although the two subunits are necessary for phenol hydroxvlase activity, £. cofi
Rosetta seems to supply the missing reductase. In order to verify the importance
of G. thermoglucosidasius reductase, a pET-Duet vector was used (Fig 3; lines
C-E). In this wvector, the two phenol hydroxylase components from G.
thermoglucosidasins were over-expressed but the activity was the same as when
only the large component was assayed. Because of the simplicity of using only
one component of G. thermoglucosidasius phenol hydroxylase, we chose pET-
28a vector rather than the pET-Duet svstem for the transformation of E. cofi
Rosetta (Figures 2 A and B).

Figures 4 and 5 show the transformation percentage of phenol into catechol.
When IPTG was used as an inducer, the reaction finished 1n 12 hours. However,
when phenol hydroxylase gene was cloned with 1ts own promoter, the rate of
transformation was slower and 16 hours were necessary to obtain 100% catechol.
A likely reason for this i1s that there i1s more over-expression of this enzyme
mediated by IPTG in the pET-system than the one obtained in £ cofi with
Geobacillus thermoglucosidasius constitutive promoter,

The same fact can be seen 1n Figures 6 and 7, although the time needed for
the transformation of tyrosol to hydroxvytyrosol was two hours less than for
phenol bioconversion. These results cannot be compared because this is the first
work describing tyrosol conversion using this thermophilic source of enzyme.

However, compared with previous studies dealing with phenol degradation
using different species of Geobacillus (Duftner and Miiller, 1998; Duffner et al.,
2000; Kim and Ornel, 1995), the hvdroxvylating activity of this enzyme was
produced at a higher phenol concentration (5-fold) and with a complete

conversion to catechol.
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To improve the study of £. cofi cells transformed with phenol hydroxvlase
from G. thermogiucosidasinus, the continuous bioconversion of monophenols to
their corresponding diphenols was tested. Figure 12 shows the residual activity
remaining after 5 cycles. In the case of E. cofi-phed®, cells retained nearly 50%
of activity after 5 cycles. On the other hand, in £ cofi-phed, the activity dropped
to approximately 20%. This can be explained because IPTG was not incubated
between the different cycles and the pene was not induced. For this reason, the
bioconversion rate was much higher in cells with a constitutive promoter. This
latter approach (no IPTG) has three important advantages; (1) overnight
incubation was not necessary, (i) the costs were much lower and (i) the
operational stability of transformed cells was better.

The bioconversion of tyrosol from G. thermoglucosidasius phenol
hydroxylase in transformed E. cofi cells was compared with the bioconversion
capacity of immobilized Cydonia oblonga polyphenol oxidase and Strepiomyces
antibioticus tvrosinase. The use of epichlothydrin during the binary
immaobilization allows a second immobilization of the polyphenol oxidase on the
support surface. When no epvchlorhvdrin was used, there was only internal
immobilization and the wyield was 20% lower. Both, alginate gel beads and
polv(acrylamide-co-acrylic acid) thydrogels showed almost the same
bioconversion rate (Figure 14), although the residual activity after 7 cycles was a
little higher in polyiacryvlamide-co-acryvlic acid) as described before (Yahsi et al.,
2005). However, this yield was much lower than that obtained with phenol
hydroxylase expressed with 1ts own promoter even after several cycles.

In conchision, this paper shows the total conversion of high concentrations of
phenol and tyrosol using a simple, environmentally friendly and cheap process
that can be adapted to a bioreactor for industrial apphcation. In comparison with
other methods reported in the literature, this procedure appears to be more
convenient and interesting for several reasons. It produces a high vield (100%
conversion} without using toxic reagents at a 5 times higher concentration of

monophenols (5 mM); it 1s cheap (no IPTG 1s needed) and 1t 1s an easy system to
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manage from an industnal point of view. However, further studies are needed to

improve the operational stability of E. cofi Rosetta cells before scaling up.
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1. Caracterizacion de Polifenol oxidasa y Tirosinasa

Uno de los objetivos de la presente tesis era la obtencidn de polifenol
oxidasa v firosinasa para la transformacion de monofenoles en difenoles por la
importancia que estos compuestos pueden tener a nivel industrial. Ademés, con
esta tesis se querian encontrar fuentes de esta enzima a diferentes niveles en la
escala filogendtica. De esta forma, se eligid al membrillo porque era una fruta
con interés comercial en los paises mediterraneos y por la dificultad en la
purificacion, hecho por el cual, ain no se habia llevado a cabo una completa
caracterizacion cinética. En el unico trabajo sobre su caracterizacidn cinética
(Yagar v Sagiroglu, 2002) se detectd actividad difenolasa pero no monofenolasa.
La labilidad de la actividad monofenolasa durante el proceso de purificacién es
bien conocido en diferentes PPO de frutas (Maver v Harel, 1979; Matheis, 1987),
provocada por cambios en la estructura de la proteina durante la purificacion
(Walter v Purcell, 1980) debido a las uniones covalentes con pigmentos
polifendlicos. El uso de métodos drasticos de purificacion, como pueden ser los
polvos acetonicos o el fraccionamiento mediante sulfato amonico pueden dafiar a
la enzima provocando la pérdida de la actividad monofenolasa, mientras que los
métodos mas suaves basados en detergentes no i16nicos la preservan.

En cuanto a la tirosinasa de Streptomyces antibioticus, se conocia mucho
sobre su genética v biologia molecular, pero no se habia realizado un estudio
completo sobre su caracterizacion cinética debido a los problemas de
purificacion de la enzima por la existencia de pigmentos oscuros que
modificaban covalentemente la enzima, dando lugar a un extracto enzimatico
negro e inestable que impedia su estudio inchiso después de su fraccionamiento
con sulfato amdnico.

Por todas estas razones, se eligieron estas fuentes enzimaticas v se
optimizaron los procesos de purificacidon para obtener extractos enzimaticos

claros v estables.
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1.1 Extraccion y Purificacion de PPO de membrillo

La polifenol oxidasa latente de membrillo fue extraida v purificada
mediante un sistema secuencial de dos fases basado en Triton X-114 v PEG-
8000/fosfato, con un fraccionamiento final con sulfato amdnico, debido a la gran
cantidad de substancias rapidamente oxidables que aparecen en el extracto de la
pulpa del membrillo tras su homogeneizacion, que provocan su pardeamiento
instantaneo. Para evitar la oxidacidn de estos compuestos, fue necesario inclhuir
una cantidad substancial de Triton X-114 (4% p/v) en el tampdon de extraccidn
para llevar a cabo una particidon de fases, como es costumbre en la purificacion de
PPO de plantas (Sachez-Ferrer et al., 1989b; Onsa et al., 2000; Beena v Gowda,
2000).

Ademaés, v para obtener un mavor rendimento del Triton X-114 en la
eliminacion de fenoles v proteinas mdrofobicas (Sanchez-Ferrer et al., 1993),
otro 6% p/v de Triton X-114 se afiadid al primer sobrenadante a 4 °C. Para
favorecer la separacion de fases, esta solucion se mantuvo a 37 °C durante 15
minutos. Estas particiones de dos fases basadas en Triton X-114 provocaron una
ligera pérdida de actividad (27%) y una reduccidn de los niveles de fenoles de un
37% (Tabla V.1). 5in embargo, este descenso en los niveles de compuestos
fendlicos, no fue suficiente para detener el pardeamiento de la solucidon
enzimatica. Por esta razdn, fue necesario utilizar un sistema de dos fases
diferente basado en PEG-8000/fosfato. Se realizaron estudios con PEGs de
diferentes tamafios v se observéd que con el que se obtenia un mejor resultado era
con el PEG-B000 (datos no mostrados). Tras la centrifugacidn, la fase superior
rica en PEG, que contenia los compuestos oxidados, fue descartada, v la
polifenol oxidasa permanecid en la fase clara rica en fosfato. Es importante
destacar el efecto estabilizador de la fase rica en fosfato va que el grado de
activacion de la enzima latente fue de 46 veces (Tabla V.1). Este efecto de los
iones fosfato fue descrito anteriormente en PPO de platano (Galeazzi v Sgarbiert,

1981).
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La fase rica en fosfato, se llevd a un doble fraccionamiento con sulfato
amonico con un 30-75% de saturacion, obteniéndose una solucidn enzimatica
clara y impia, purificada 16 veces v con un 47% de recuperacidn (Tabla V.1). El
grado de purificacién fue 3.8 veces mavor que cuando unicamente se utilizéd el
fraccionamiento por sulfato amdnico para obtener PPO de membrillo (Yagar v
Sagiroghi, 2002). Ademas, este método de purificacion reduce el contenido de
compuestos fendlicos hasta sdlo el 5% de la cantidad original. La eliminacion de
estos compuestos oxidados por la polifenol oxidasa fue suficiente para evitar el

pardeamiento de la solucion enziméatica.

1.2 Purificacion de tfirosinasa de Streptomyces antibioficus

La tirosinasa extracelular de Streptomyces antibioticus se purificd
parcialmente usando una modificacidn del sistema de dos fases utilizado para la
PPO de pulpa de membrillo, debido a la existencia de pigmentos negros que
provocaban el oscurecimiento del medio de cultivo durante el crecimiento del
microorganismo, impidiendo la caracterizacion cinética del extracto enzimaético.

El resultado fue un extracto enzimatico claro v limpio (Figura VL1A)
comparado con el obtenido si tinicamente se realiza un fraccionamiento con
sulfato aménico (Figura VL1B). El grado de purificacién v la recuperacidn
fueron muy similares a los anteriormente obtenidos en la hibliografia para
Streptomyces glaucescens (Lerch y Ettlinger, 1972), pero se produjo una
reduccion drastica de compuestos fenolicos v melaminas, sin la necesidad de

utilizar complejos pasos cromatograficos.

2. Latencia y Activacion por SDS

Una de las caracteristicas mas llamativas de la polifenol oxidasa descrita
en la bibliografia es la posibilidad de su existencia en una forma latente que
puede activarse por diversos tratamientos. Ello genera que a mivel fisiologico

pueda existir una cantidad de enzima disponible répidamente cuando sea
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necesaria en presencia del efector adecuado. Es conocido que la presencia en el
medio del detergente SDS provoca una cambio limitado en la estructura de la
enzima (Moore v Flurkey, 1990) gque promueve su actividad. Con el trabajo
descrito en el capitulo V (Figura V.1) de la presente memoria, se ha puesto de
manifiesto como esta modificacion conformacional no implica en la enzima de
pulpa de membrillo un mecanismo “todo-nada”, sino que existe una gradacion en
el cambio. La diferencia de actividad viene marcada por la posibilidad de acceso
de determinados substratos al centro activo v su existencia puede ser interpretada
en funcidn del nimero de mondmeros de SDS que se unen a la enzima durante el
proceso. De este modo, desde la unidon de las primeras moléculas de SDS a
concentracion baja de detergente, se produce la activacion de la enzima,
observandose un aumento de la velocidad de reaccidon (Figura V.1). Ello puede
ser indicativo de la presencia en el entorno del centro activo de residuos de
aminoacidos capaces de bloquear el acceso de los substratos al mismo. El cambio
conformacional provocado por el SDS modificaria la zona de acceso del
substrato al centro activo, abriendo més la misma conforme se unen mas
moléculas de detergente a la enzima.

Atendiendo a las caracteristicas estudiadas de la activacion de polifenol
oxidasa de pulpa de membrillo, se puede proponer la presencia de una porcion de
la enzima o péptido que bloguea el acceso del substrato al centro activo. Este
seria desplazado por efecto del cambio conformacional provocado por el SDS.
Su existencia estd de acuerdo con la “region escudo™ descrita en la estructura de
las hemocianinas v que podria tener un analogo en la forma latente de catecol
oxidasa a partir de los modelos estructurales desarrollados (Gerdemann et al.,
2002a v 2002b).

Debido a la influencia del SDS sobre la actividad de la enzima nativa, la
caracterizacion cinética de la misma se llevo a cabo en ansencia y presencia del
deterpente. La velocidad maxima de reaccién de la enzima aumentd 15 veces
(Figura V.3). La modificacién de la velocidad de reaccidn es reflejo del mejor
acceso de los substratos al centro activo de la enzima, tal v como se ha

comentado anteriormente. El hecho de que los valores de Ky no varien puede ser
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interpretado como una preservacion del centro activo de la enzima a pesar del
cambio conformacional inducido en su entorno.

En el caso de tirosinasa de Streptomivees antibioticus, esta activacion no se
observa, lo que indicaria que no existe una zona de residuos aminoacidicos

hidrofdbicos en las cercanias del centro activo de la enzima.

3. Actividad Monofenolasa

Para demostrar que la enzima obtenida tanto de la pulpa de membrillo
como de Strepiomivees antibioticus es una verdadera tirosinasa, ésta debe mostrar
tanto la actividad difenolasa (Figura IV.1a, en el caso de membrillo; Figura
V1.2a, en el caso de S. aniibioticus) como la actividad monofenolasa (Figura
[V.1b-e, en membrillo; Figura VIL.2b-e, en 8 awtibioticus). La actividad
monofenolasa se caracteriza por la presencia de un periodo de retardo, que se
define como la intercepcion de la abscisa obtenida por la extrapolacion de la
parte lineal de la curva de acumulacion del producto. Este periodo de retardo ha
sido descrito en diferentes fuentes de PPO (Sanchez-Ferrer et al., 1988; Nufiez-
Delicado et al., 1996 v 2003). El periodo de retardo v el estado estacionario, que
se define como la pendiente de la parte lineal de la curva de acumulacion del
producto, se ven afectados por el pH, la concentracion de substrato v la presencia

de concentraciones cataliticas de o-difenoles (Figuras [V.1b-e v VL.2b-e).

3.1 Efecio del pH

La actividad monofenolasa de 1a PPO de membrillo aumenta a medida que
se incrementa el pH desde 3.5 hasta 7.5 frente al p-cresol (Figura IV.2), aunque
no se puede defimir claramente un maximo. Se eligidé pH 7 como el éptimo para
caracterizar la enzima porque a pH superiores es dificil seguir la aparicion de la
4-metil-o-benzoquinona debido a su gran inestabilidad. El periodo de retardo es
inversamente proporcional al pH, es decir, que a medida que aumenta el pH

disminuye el periodo de retardo.
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En el caso de tirosinasa de S. awtibioticus, se obtuvieron los mismos
resultados cuando el substrato utilizado era el p-cresol, sin embargo, al estudiar
el perfil de oxidacidn del 4-metilcatecol, se obtuvo una actividad maxima a pH
6.5 (Figura V1.3), por lo que la caracterizacién cinética se realizo a ese pH. Este
pH optimo concuerda con el descrito para S. awutibioticus frente a L-DOPA
(Streffer et al., 2001).

Los resultados de la PPO de membrillo y de la tirosinasa de S. antibioticus
concuerdan con los obtemdos en otras fuentes de PPO, como uva (Sanchez-
Ferrer et al., 1988) o caqui (Nufiez-Delicado et al., 2003), aungue difiere del
perfil en meseta obtenido para manzana (Espin et al., 1995) v platano (Sojo et al.,
1998).

En ninguno de los dos casos se encontrd un aumento de la actividad a pH
acido, efecto encontrado en algunas PPO latentes de plantas, debido a la
activacion de la forma latente de la enzima por choque acido (Sanchez-Ferrer et

al., 1989),

1.2 Efecto de Ia concentracion de snbstrato

El aumento en la concentracion de monofenol provoca un anmento en el
periodo de retardo tanto en PPO de membrillo (Figura IV.4) como en tirosinasa
de S. antibioticus (Figura V0L.5); este efecto va se ha descrito anteriormente para
otras PPO de plantas (Nufiez-Delicado et al., 2003). Aunque la explicacion de
este fendmeno es complejo porque el perfil de la curva depende de la fuente
enzimatica utilizada, podria decirse que el aumento de la cantidad de monofenol
en el medio de reaccion provoca que la enzima entre en una via muerta, E oM v
que necesite mas tiempo para alcanzar el estado estacionario (Esquema LV.1).
Por esta razdn, cuando se estudia la actividad monofenolasa, la cantidad de
monofenol utilizado debe limitarse, porque de lo contrario, el periodo de retardo
puede aumentar considerablemente.

La constante cinética, Ky, se evalud en ambos casos a partir del ajuste de

los datos mediante regresion no lineal a la ecuacidon de Michaelis-Menten. El
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valor de la Ky en la PPO de membrillo para el p-cresol fue de 2.2 mM. Este
valor es méas alto que el obtenido para el mismo substrato con la enzima de S
antibioticus (0.97 mM), en PPO de patata (0.5 mM) (Sanchez-Ferrer at al., 1993)
y PPO de melocotdn (0.28 mM) (Laveda et al., 2001).

Cuando el substrato utilizado fue el 4-metileatecol, las Ky obtenidas
fueron muy similares, siendo de 1.2 mM para el membrillo v 1.3 para S
antibioticus. Ambas son inferiores a la Ky, de tirosinasa de Streptomiyces
glaucescens para dicho substrato (1.9 mM) (Lerch v Etthnger, 1972).

En la tirosinasa de Streptomyces antibioticus se observa un fendmeno
nunca antes descrito en una tirosinasa de una bacteria Gram positiva v que
tampoco aparece en la PPO de membrillo. Al incrementar la concentracién de
substrato monofenolico aumenta la actividad, sin embargo, a partir de 5 mM, la
actividad disminuve, lo que indicaria que la enzima se inhibe a elevadas
concentraciones de p-cresol. Esta inhibicion puede deberse a que el exceso de
substrato provocaria que dos moléculas de éste pudieran unirse de forma no
productiva al centro activo de la enzima, disminuyvendo asi la actividad

ernzimatica.

3.3 Presencia de concentraciones cataliticas de o-difenoles

El periodo de retardo de la actividad cresolasa puede ser acortado o
eliminado por la adicién de agentes reductores u o-difenoles, que actiian como
cosubstratos. (Garcia-Carmona et al., 1979). El efecto de estos tiltimos sobre el
periodo de retardo fue estudiado tanto en la PPO de membrillo como en la
tirosinasa de S. awtibioticus de acuerdo al protocolo de Pomerantz and Warner
(1967), asumiendo que el o-difenol se une al centro activo de la enzima por una
simple isoterma v que el periodo de retardo es proporcional a la concentracion de
enzima no activa a tiempo cero.

Las Figuras IV.5 v VL6 muestran la mfliencia del 4-metilcatecol en la
reduccion del periodo de retardo en PPO de membrillo v tirosinasa de S.

anlibioticus, respectivamente. En el caso de PPO, una concentracidn de 30 pM
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fue necesaria para eliminar completamente el periodo de retardo, sin embargo,
sdlo 1.2 UM se necesitd para anular este periodo de retardo en tirosinasa de S.
antibioticus. Para demostrar que el 4-metilcatecol era usado como cosubstrato vy
no como substrato, se representd la concentracion de este difenol frente a la
actividad enzimética (Figuras [V.6 v VL.7), ¥ no se observd ningiin aumento de la
actividad, sdlo una disminucidn del periodo de retardo, hasta que se superd la
concentracion de 30 uM para la PPO de membrillo v 1.2 uM para la tirosinasa de
S. antibioticus. De esta forma, se puede asepurar que el difenol sélo es usado
como cosubstrato en la actividad monofenolasa, una vez superados estos niveles
cataliticos de o-difenol, la actividad aumenta debido a la contribucion de la

actividad difenolasa.

4. Actividad Difenclasa

Como va se ha comentado anteriormente, la actividad difenolasa consiste
en la oxidacion de dos o-difenoles a dos o-quinonas, mediante la reduccién
concomitante de una molécula de oxigeno formandose dos moléculas de agua.
Para demostrar que las dos enzimas purificadas procedentes de membrillo v S.
antibioticus eran auténticas tirosinasas, éstas debian mostrar tanto actrvidad
monofenolasa como difenolasa.

La actividad difenolasa se caracterizd frente a feri-butilcatecol (TBC) en
el caso de PPO de membrillo vy frente a TBC v dopamina, para la tirosinasa de S.
antibioticus.

Ademaés, para una mejor caracterizacidon cinética de ambas enzimas, se
realizd un completo estudio con inhibidores sintéticos v con moléculas namrales

que pueden actuar como inhibidores o como activadores, las ciclodextrinas.
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4.1 Efecio de los substraios

Los pardmetros cinéticos (V.. v Ky fueron obtenidos mediante ajuste
por regresidn no hneal, usando la ecuacion de Michaelis-Menten, a los datos de
actividad obtenidos variando la concentracion de TBC entre 0-6.5 mM para PPO
de membrillo v tirosinasa de S. antibioticus. En el caso de PPO de membrillo el
estudio se realizdé en presencia v en ausencia de SDS. Los valores obtenidos a
partir de la actividad maxima muestran que la presencia del SDS provoca un

aumento de la V,,, de 15 veces (V= 751 uM/min en presencia de SDS y 49

uM/min en su ausencia) (Figura V.1). Este incremento en la V., sin cambios en
la Ky (1.2 mM), es acorde con lo descrito anteriormente en PPO latente de hoja
de patata (Sanchez-Ferrer et al., 1993), en PPO latente de haba (Jiménez vy
Garcia-Carmona, 1996b) v en PPO latente de caqui (Nufliez-Delicado et al.,
2003).

Los valores obtenidos para la tirosinasa de S. antibioticus nsando TBC
como substrato fueron de 265.7 pM/min para la Vi, v 1.2 mM para la Ky,
siendo este tiltimo valor 1gual al de la PPO de membrillo (Figura VIL2).

Dicho estudio también se realizd utilizando la dopamina como substrato,
variando su concentracion entre 0-12 mM en tirosinasa de S. aniibioticus. Este
substrato no habia sido caracterizado cinéticamente en ningin estdio de este
género bacteriano. Los valores obtenidos fueron de 51.68 pM/min para la Ky v
8.4 mM para la V,,, (Figura VIL2 Interior). Estos wvalores no pueden ser
comparados con ninguna tirosinasa del género Sirepiomyces, pero es superior a
los obtenidos en la PPO de piel de platano (3.9 mM) (Yang et al., 2001), v en

Hevea brasifiensis (2.12 mM) (Wititsuwannakul et al., 2002).
4.2 Efecio de inhibidores
Todos los inhibidores testados en estos estudios, va sean agentes

reductores o analopos de substrato, provocaron inhibicion en las actividades de la

PPO de membrillo o en tirosinasa de 5. ariibioticus usando TBC como substrato,
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y la intensidad de esta inhibicion dependid de la concentracidn del compuesto
utilizado.

En el caso de PPO de membrillo, entre los agentes reductores, (Tabla
V.2), la L-cisteina v el acido ascorbico parecen ser los mejores inhibidores tanto
en presencia como en ausencia de SDS. La inhibicién producida por los grupos
tiol puede ser debida a una reaccidn de adicidn que se produce con las quinonas
dando lugar a compuestos incoloros v estables (Ikediobi v Obayusi, 1982) v/o
por la umén al centro activo de la enzima, como en el caso del metabisulfito. La
inhibicidn producida por este nltimo inhibidor es dependiente de SDS, v més
efectiva en ansencia de éste. El 4cido ascorbico achia mas como un antioxidante
que como un inhibidor enzimatico porque reduce la cantidad inicial de quinona
sintetizada por la enzima a partir de los difenoles originales, antes de que se
produzcan las reacciones posteriores que dan higar al pardeamiento (Whitaker,
1972).

En cuanto a los andlopos de substrato (Tabla V.2), la tropolona es el
inhibidor mas potente, ya que inhibe casi completamente a la enzima a 100 uM y
lo hace totalmente a 1 mM tanto en presencia como en ausencia de SDS. En
cambio, la imhibicion provocada por la L-mimosina y por el dcido cindmico es
dependiente de SDS v més afectiva en su presencia.

Resultados muy similares se observan al interpretar los datos de inhibicién
del acido ascdrbico v de la tropolona en tirosinasa de S. awiibioticus (Tabla
VIL1), aunque hay diferencias resefiables en el caso de la L-cisteina v L-
mimosina (mucho més activas frente a tirosinasa de S. awtibioticus) v el acido
cinamico (méas activa frente a PPO de membrillo, tanto en presencia como en
ausencia de SDS).

Como la tropolona fue el mejor inhibidor de los estudiados tanto en PPO
de membrillo como en tirosinasa de 8. antibioticus, se procedid a realizar un
andlisis cindtico de su inhibicidon. La inhibicidn se determind, en ambos casos,
mediante graficos de Lineweaver-Burk a tres concentraciones diferentes de
inhibidor v fue confirmada por un grafico de Dixon en el que se representd 1/v

frente a la concentracidon de imhibidor (Figura VIL3 para tirosinasa de S.
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antibioticus). El estudio de PPO de membrillo se realizdé tanto en ausencia
(Figura V.4A), como en presencia de SDS (Figura V.4B). La regresidn lineal de
los datos define el punto de interseccidn en el segundo cuadrante en ambas
enzimas. Esto significa que la inhibicién de la tropolona sobre la PPO v
tirosinasa es competitiva v las constantes de inhibicidon (K;), que se deducen a
partir de los puntos de interseccion de las rectas, fueron de 4.7 uM para PPO de
membrillo tanto en presencia como en ausencia de SDS, v 4.2 UM para tirosinasa
de S. antibioticus. La constante de inhibicion de la tirosinasa de Strepiomyces
antibioticus frente a la tropolona no puede ser comparada con la de ninguna otra
bacteria Gram positiva porque este es el primer estudio de nhibicidon de este
compuesto en este grupo bacteriano. Sin embargo, ambas K; son muy parecidas vy
casi 10 veces mayores que las observadas para este mismo inhibidor en PPO

latente de caqui (Nufiez-Delicado et al., 2003).

4.2 Efecio de las ciclodexitrinas

Para completar el estudio de la inhibicién de ambas enzimas, se estudio el
efecto de compuestos secuestrantes como son las ciclodextrinas. Las
ciclodextrinas son un grupo de oligosacéridos naturales formados por moléculas
de glucosa unidas por enlace ghicosidico a-(1—4) (Saenger, 1983), producidas a
partir de la degradacion enziméatica del almidon por la accion de la enzima
ciclodextrin-glicosil-transferasa (E.C. 3.2.1.19) llevada a cabo por distintos
microorganismos del género Bacilfus (Nakamura vy Horkoshi, 1977).
Dependiendo de las condiciones de reaccidn, las CDs pueden quedar formadas
por 6, 7 u 8 residuos de ghicosa, siendo denominadas -, p- v v-ciclodextrinas,

respectivamente (Figura IX.1).
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Figura 1X.1. Estructura de ct-, [}- y y-ciclodextrinas

Las estructuras formadas por estos anillos tienen forma tronco conica,
generando nna cavidad interna hidrofobica, mientras que su superficie externa es
hidrofilica, por lo que son compuestos solubles en agua. Las bases de estos
cilindros son diferentes. Mientras que una estd recubierta por los hidroxilos
secundarios de los azicares, la otra contiene los hidroxilos primarios de los
mismos v debido a su hibertad de rotacion, reducen el didmetro efectivo de dicha
cavidad. La hidrofobicidad de la cavidad interna es debida a los hidrogenos v los
oxigenos de los enlaces glicosidicos entre las molécnlas de ghicosa gue la estan

recubriendo (Figura [X.2).
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Figura 1X.2. Estructura tronco-conica de una molécula de -ciclodextrinas en modelo
CPK. A la izquierda, vision desde la parte ancha del cono (recubierta por los hidroxilos
secundarjos de los azicares). A la derecha, vision desde la parte estrecha del cono {recubierta
por los hidroxilos primarios de los azicares). Los hidrogenos se han dibujado en azul, el

oxigeno en rojo ¥ los carbonos en negro.

El grupo hidroxilo del C2 de cada molécula de glucosa, puede formar un
puente de hidrdgeno con el grupo hidroxilo del C3 de la glucosa adyacente,
formandose asi un “cinturén™ de enlaces que le da rigidez a la estructura. Este
“cinturon”™ solo se forma completamente en el caso de las B-CDs, ya que todas
las moléculas de glucosa estan en el mismo plano, por lo que aste puede ser el
motivo de su baja sohibilidad en apna respecto al resto de las CDs.

Las dimensiones aproximadas de los distintos tipos de CDs se pueden

observar en la Figura [X.3.
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Figura 1X.3. Dimensiones de los distintos tipos de CDs.

Actualmente v por diversas razones (precio, disponibilidad, dimensiones
de la cavidad interna, etc...) las §-CDs son las mas producidas y consumidas,
aunque de los tres tipos son las menos solubles en agua (1.85 g/100 mL). Sin
embargo, la solubilidad de las CDs puede ser aumentada por modificaciones
tanto quimicas como enzimaticas, sintetizando, de esta forma, gran variedad de
CDs modificadas: metil-3-CDs (80 g/100 mL), dimetil-3-CDs (=50 g/100 mL) v
2-mdroxipropil-p-CDs (OH-A-CDs} (115 g/100 mL). Dentro de las CDs
modificadas, las OH-{3-CDs son las mas baratas.

Una de las propiedades méas importantes de las CDs es su capacidad
selectiva para inclur una amplia gama de moléculas organicas, inorgénicas o
iones en su cavidad hidrofébica. A la estructura resultante de esta union, se la
llama “complejo de inclusion™ La formacidn del complejo de inclusidn entre la
CD v la molécula *huésped™ es un proceso de equilibrio dindmico que puede ser

representadﬂ como.

Ky
CD+S #—— §-(CD

La estabilidad de los complejos de inclusion formados puede ser descrita
cuantitativamente en términos de una constante de equilibrio de formacién Kj

que se define como:
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P s

A P

[ 1

donde [S-CD] representa la concentracion de substrato complejado con
ciclodextrinas, mientras que [CDJy v [S]y representan la concentracién de
ciclodextrinas v substrato libre en el equilibrio. Cuanto mavor sea el valor
numérico de la constante de equilibrio de formacion Kj; maés estable sera el
complejo formado. El valor de esta constante de equilibrio es dependiente del
pH, cuando la molécula a complejar es ionizable; v en peneral, como toda
constante de equlibrio, de la temperatura.

La cavidad hidrofdbica permite a las CDs formar complejos de inclusidén
con gran cantidad de moléculas hidrofébicas, entre ellas polifenoles (Cai et al.,
1990). Se ha sugerido que las ciclodextrinas podrian moderar el pardeamiento
causado por PPO en diferentes frutas v vegetales (Fayad et al., 1997), va que
forman complejos de inclusién con los substratos de polifenol oxidasa,
previmendo, de esta forma, la oxidacion de las quinonas y su polimerizacion
subsecuente hacia pigmentos oscuros. En la figura IX.4 se puede observar la
umén de las OH-f-CDs con un substrato, quedando los grupos hidrofilicos hacia
el exterior v los grupos hidrofobicos en el interior de la cavidad de las

ciclodextrinas.
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Figura 1X.4. Hidrox jpropil-[}-ciclodextrina con substrato unido. El substrato se une por
interacciones hidrofobicas, quedando los grupos hidrofilicos hacia el exterior ¥ los hidrofobicos

en contacto con la cavidad interna de la ciclodextrina modificada {Suibhko et al., 2000).

En la caracterizacion de polifenol oxidasa de membrillo llevada a cabo en
esta tesis, sdlo se observd el papel de las ciclodextrinas como inhibidores de la
actividad enzimatica por la accion “secuestrante™ frente al substrato, en este caso,
fert-butilcatecol (TBC). Sin embargo, en la tirosinasa de Streptomyces
antibioticus también se estudid el papel de las ciclodextrinas como activadores al
ser capaces de inchiur en su cavidad interna inhibidores competitivos
hidrotébicos de la tirosinasa, como son el hinokitiol v el hexestrol, cuyo uso no
habia sido descrito anteriormente en bacterias.

Cuando se midid la actividad tirosinasa de S. antibioticus frente a
dopamina en presencia de OH-p-CDs o de 7-CDs, no se observd disminucion
alguna en su actividad. Este hecho, indica claramente que la dopamina es un o-
difenol altamente hidrofilico que no se compleja con las CDs. Para comprobarlo,

se usd TBC, un o-difenol mas lidrofdbico. En este caso, una distmnucion clara
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de la actividad se observd en tirosinasa de Streptomyces (Figura VIL4A en
presencia de OH-B-CDs v Figura VIL4B en presencia de v-CDs).

Las ciclodextrinas modificadas (OH-(3-CDs) fueron seleccionadas, por su
mayor capacidad de inhibicion, para llevar a cabo un analisis mas completo de la
disminucidn de la actividad frente a las enzimas de membrillo v de S.
antibioticus. Cuando la concentracidn de CDs se incrementd desde 0 hasta 10
mM, se observo un claro descenso de la actividad de la PPO de membrillo a tres
concentraciones diferentes de substrato (Figura V.5). Este descenso indica que el
TBC libre entra en la cavidad hidrofébica de las CDs formando complejos de
inclusidn, disminuvendo la concentracion de TBC libre disponible para la
enzima. Esta concentracidn puede expresarse mateméticamente como en la

Ecuacion 1 (Nufiez-Delicado et al., 2003):

k¢, = ( dp - IBc k. —1_"j+,jt[1:1:|.fc:c - fBc k. +17+4K, [‘BC’:jZKc "

Donde los subindices f v ¢ representan la concentracion libre v total de los
compuestos, en este caso, TBC v CDs. De este modo, la ecuacion completa de

Michaelis-Menten puede ser expresada (Nufiez-Delicado et al., 2003):

le([‘D K:— FBC K-+ 1)+ J(FD & - fBC k- + 1% + 4k fBC ;*2;{
KM+l(tDrKc—rBCrKc+]:l+J(I:DrKc—I'BCrKc +1)? +axfBC fZK

v =

(2)

La Ecuacién 2 mmuestra una relacidon no lhinear entre v v la [CD], como
puede observarse en las Figuras V.5 para PPO de membrillo v VIL4A v B para
tirosinasa. El ajuste de los datos experimentales de la disminucidn de la actividad
de PPO de membrillo, mediante regresion no lineal a la Ecuacion 2, muestra un
valor para la constante de formacién de los complejos (K.} de 15310 M entre
TBC v las ciclodextrinas modificadas.

En el caso de tirosinasa de 8. aniibiolicus, esta constante usando el mismo
substrato v el mismo tipo de CDs, es de 13170 M. Ambos valores son similares
a los descritos anteriormente para la oxidacidén del TBC por lipoxigenasa en

presencia de ciclodextrinas (Nufiez-Delicado et al., 1999a).
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Del mismo modo, se calculdé esta constante para el TBC v las v-CDs,
dando un valor de 603 M. Esta K, no se ha descrito anteriormente en la
bibliografia.

Para completar el comportamiento cinético de la tirosinasa de S
antibioticus en presencia de ciclodextrinas, se estudid el efecto de inhibidores
hidrofébicos usando un substrato hidrofilico para evitar cualquier interferencia
del substrato con las CDs. El substrato utilizado fue la dopamina v se buscaron
dos inhibidores hidrofébicos cuyo uso no habia sido descrito anteriormente en
bacterias. Estos inhibidores, al ser hidrofébicos, pueden interactuar con las CDs
entrando en su cavidad central. De esta manera, el efecto secuestrante de las
ciclodextrinas provocd un aumento de la actividad al estar disponible menos
cantidad de mmhibidor libre para umrse a la enzima. Como puede observarse en
las Figuras VIL5 v VIL#6, a medida que aumenta la concentracidn de cualguiera
de los dos tipos de ciclodextrinas ntilizados, se produce un incremento asintdético
de la actividad hasta llegar al nmivel de actividad obtenido en ausencia de
inhibidores. (Figuras VILS v VIL®6, linea punteada).

Para entender la recuperacion de la actividad de tirosinasa cuando la
dopamina es usada como substrato, es necesario el ajuste de los datos obtenidos
experimentalmente a una regresion no lineal de la ecuacidn de Michaelis-
Menten, de lo que se deduce, que el hinokitiol y las CDs forman un complejo
altamente estable, ya que su Kc es relativamente alta (12903 M} v que el
hexestrol tiene una menor capacidad de complejacidn porque su K, es de sdlo
856 M. Este valor es muy similar al obtenido para el inhibidor 4-iodofenol v las
OH-B-CDs usando PPO de pulpa de platano (Sojo et al., 1999).

Como se puede observar en la Tabla VIL2, la capacidad de union de las
OH-3-CDs a los inhibidores hidrofobicos es mucho mayor que la de las v-CDs;
este hecho puede explicarse faciimente va que las ciclodextrinas modificadas,
como va se ha explicado con anterioridad, tienen una mayor capacidad de
solubilizar los compuestos insolubles en agua. Ademés, el mayor tamafio de la

cavidad de las y-CDs podria reducir las interacciones hidrofobicas, lo que
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impediria una optima union entre las ciclodextrinas y los compuestos insohibles
en agua.

Una vez llevada a cabo la caracterizacidn cinética de las actividades
monofenolasa v difenolasa de las enzimas de membrillo v de 8. aniibioticus, se
planted el objetivo de conseguir el mavor rendimiento en la sintesis de

compuestos difendlicos a partir de compuestos monofendlicos.

5. Fenol vy Tirosol como substratos monofendélicos

Los compuestos monofendlicos que se eligieron para su bioconversion
fueron el fenol v el tirosol. El fenol es un compuesto altamente contaminante que
se encuentra en altas concentraciones en aguas residuales de refinerias
petroliferas, en plantas petroquimicas v en almazaras de aceite de oliva. La
eliminacion del fenol es un punto critico para la biorremediacion de
contaminantes a elevadas temperaturas porque inchiso bajas concentraciones de
fenol pueden inhibir en gran medida el crecimiento de los microorganismos
(Feitkenhauer et al., 2001). Ademas, en la mavoria de estudios realizados hasta el
momento (Kim v Oriel, 1995; Duffner y Miiller, 1998; Duffner et al., 2000;
Feitkenhauer et al, 2001, Chen et al., 2004), los microorganismos solo eran
capaces de crecer v degradarlo hasta concentraciones de 1 mM. Por su alta
capacidad contarmnante y por la inlibicion que provoca en el crecimmento de los
microorganismos, se estudié la capacidad de las enzimas de membrillo v de S.
antibioticus de transformar el fenol a elevadas concentraciones.

El  tirosol  2-(4-lidroxifenilletanol v el hidroxitirosol  (3,4-
dihidroxifeniletanol) son los compuestos fendlicos mayoritarios en el aceite de
oliva (Angerosa et al., 1995). La concentracion de compuestos fendlicos en el
aceite de ohva virgen extra puede variar de 50 a 800 mg/Kg (Visioli v Galh,
1994), con un valor medio en el aceite comercial de 180 mg/Kg (Owen et al.,
2000). Se ha demostrado que los n-difenoles presentes en el aceite de oliva, de
los cuales el hidroxitirosol es el mas abundante, contribuyen a la estabilidad

oxidativa del aceite (Rice-Evans et al., 1996; Visioli v Galli, 1998). Ademas, los
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p-difenoles han demostrado capacidad antioxidante ir viiro, mientras que los
monofenoles muestran muy poca o ninguna capacidad (Leenen et al., 2002).

Sin embargo, estos no son los tnicos beneficios para la salud humana
encontrados en el droxitirosol, ya que resultados in vitro, han demostrado que
este o-difenol inhibe la oxidacion de las lipoproteinas humanas de baja densidad
(LDL} (Arouma et al., 1998), elimina radicales libres (Visioli v Galli, 1998),
inhibe la agregacidon plaquetaria que puede provocar ateroesclerosis (Petroni et
al., 1995) v confiere proteccion a los nentrofilos en humanos (De la Puerta et al.,
1999). Ademaés, achia como agente antibacteriano (Bisignano et al., 1999) v por
su facil absorcidn permite su aporte a la dieta (Manna et al., 2000). Por todas
estas razones, sumando el interés econdmico que tiene el aceite de oliva no solo
en Espafia sino también en el resto de paises mediterrdneos, v que el
hidroxitirosol no estd disponible comercialmente, se estudid la capacidad de
bioconversion de las enzimas de membrillo v Sireptomyces antibioticus de tirosol

a hidroxitirosol.

6. Inmovilizacion de PPO v tirosinasa en diferentes soportes

Para ello, se inmowilizaron la polifenol oxidasa de membrllo v la
tirosinasa de Strepiomyces antibioticus en diferentes soportes. Se utilizaron tres
soportes diferentes para comparar los rendimientos de transformacion de fenol en
catecol v de tirosol en hidroxitirosol. Las tasas de bioconversidn fueron seguidas
por HPLC. Los soportes utilizados se diseflaron segun el apartado 6 de
Materiales v Métodos, v los resultados de la capacidad biosintética de difenoles a
partir de monofenoles puede observarse en la Figura VIIL14 para el
hidroxitirosol en todos los soportes, v en la Figura VIIL15 para el catecol en
cubos de hidrogel. Se eligid este ultimo soporte para el estudio sobre el fenol
porque como puede observarse en la figura VIIL14 fue el que dio un mavor
rendimiento en la biotransformacion en los 7 ciclos en los gue se midid el
rendimiento del proceso. Tanto las esferas de alginato como los cubos de

hidrogel (Figura VIIL.14) dieron un resultado muy parecido en ambas enzimas
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immovilizadas (aproximadamente un 60%), sin embargo, el uso de las
membranas provocd una dismimicidn en la conversidon de un 20% en PPO de

membrillo v de hastaun 40% en tirosinasa de Strepiomyces antibioticus.

7. Fenol Hidroxilasa de Geebaciflus thermoglucosidasius

Como los resultados de bioconversidon obtenidos en el apartado anterior
eran insuficientes, se buscd una nueva enzima capaz de hidroxilar el fenol y el
tirosol con un mayor rendimiento.

Para ello se eligid la bactena termofilica Geobacilfus thermogfucosidasius
que es capaz de hidroxilar el fenol a temperaturas superiores a 65 °C. La enzima
gue realiza este proceso es la fenol hidroxilasa (PheA). El uso de enzimas
termofilicas puede ser mas ventajoso en términos de tasas metabdlicas més altas,
mayor solubilidad v biodisponibilidad de los compuestos monofendlicos, menos
viscosidad v un aumento de la estabilidad enzimaética (Berquist et al., 1987). En
la actualidad, se sabe muy poco sobre las caracteristicas cinéticas de fenol
hidroxilasa de G. thermoglucosidasins. Ademas, el hecho de que el fenol inhiba
el crecimiento de los microorganismos, ha provocado que s6lo se haya estdiado
la. biotransformacion de este compuesto hasta una concentracidon de 1 mM. A
parte de lo anterormente mencionado, la capacidad de esta enzima de
transformar el tirosol en lndroxitirosol nunca ha sido estudiada.

El hecho de que G. thermoglucosidasivs sea una bacteria termofila
entrafiaba serias dificultades para su crecimiento, mantenimiento y posteriores
estudios enzimaticos, por lo que se decidid extraer el gen que codifica para la
fenol hidroxilasa e introducirlo en £ cofi Rosetta, bacteria que estd
perfectamente definida tanto en sus medios de crecimiento v propagacidn, como
en su temperatura dptima que es de 37 °C. Ademas, esta bacteria tiene capacidad
para leer codones raros, por lo que es capaz de sintetizar proteinas de
microorganismos que presentan estos codones en su secuencia aminoacidica, los

cuales aparecern en un gran numero de bacterias termdfilas.
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7.1 Clonacion de Fenol Hidroxilasa

Fenol hidroxilasa de G. thermoglucosidasins es una enzima formada por
dos componentes codificados por los genes phed! v phed2. Estos dos genes
codifican para dos proteinas con pesos moleculares de 57 kDa v 17.8 kDa,
respectivamente. Ambos componentes son necesarios para su actividad. El
componente mas grande codificado por phed/, tiene actividad hidroxilasa. Su
estructura es de un homodimero, pero no muestra actividad por si mismo. El
componente pequefio, codificado por phed2, también se muestra como un
homodimero vy tiene actividad reductasa ( Dufiher et al., 2000).

En estudios anteriores se sugeria la presencia de un sitio de comienzo de
lectura del que no se conocia su funcidn aguas arriba del gen phed i (Duffner et
al., 2000}, por lo que en el desarrollo del trabajo de esta tesis se llevaron a cabo
dos estrategias diferentes de clonaje con los dos genes en tandem.

En la primera de ellas se clonaron, en el vector pET-28a, los dos genes
desde el comienzo de lectura del gen phed ! hasta el final del gen phed.2 va que
sdlo 20 nucledtidos separan a los dos genes en el gendomico de la bacteria (Figura
VIIL.2A). En la segunda, ademéas se clond el fragmento aguas arriba del gen
phedl que corresponde al sitio de comienzo de lectura de funcién desconocida.
El resto del fragmento a clonar era exactamente ignal al de la primera estrategia v
el vector utilizado también fue el mismo (Figura VIIL.2B).

Como va se ha comentado anteriormente, los dos homodimeros son
necesarios para la actividad fenol lidroxilasa. Sin embargo, al inducir la sintesis
de la proteina con IPTG, se observd que sdlo se expresaba la snbunidad grande
(PheA1) v que no habia nada de expresidon de la segunda subumdad (PheA?2)
(Figura VIIL3, linea B). La explicacion podria ser que, con los genes en tandem,
la. expresion de la proteina PheA2 debe usar el sitio de unidn al ribosoma propio
de G thermoglucosidasius, que no es efectivo en E. cofi. Sin embargo, estos
transformantes si mostraban actividad, por lo que £. cofi, debe aportar la

actividad reductasa.
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Para analizar si la falta de la reductasa propia de G. thermoglucosidasius
disminuia la actividad fenol hidroxilasa, se utilizé un nuevo vector (pET-Duet)
que es capaz de sobreexpresar dos penes a la vez. Los distintos grados de
expresion, dependiendo de las horas de induccion, del componente PheA?Z2 de la
enzima se pueden observar en la Figura VIIL3; calles C-F. La sobreexpresion de
la subunidad PheA2 no corresponde con un aumento en la actividad fenol
hidroxilasa. La explicacion podria ser porque la concentracion de la subunidad
grande debe ser hasta 50 veces mas que la de la subunidad pequefia (van der
Heuvel et al., 2004). Por lo que no es necesario sobreexpresar la sepunda v la
proporcionada por E. eofi aparece en suficiente cantidad como para no ser
limitante en la reaccidén. Asi que, al resultar méas sencillo v comodo trabajar con
una sola enzima (PheA1, subunidad grande), se decidié continuar los estudios de
bioconversion con las bacterias transformadas segin la estratepia de clonacion

anteriormente mencionada.

7.2 Seleccion de clones con mayor actividad

Tras los procesos de ligacidn de los genes amplificados por PCR con los
vectores digeridos con las enzimas de restriccion (Figura VIIL2A v B), v
transformacion de E. cofi Rosetta con los constructos obtenidos, se llevd a cabo
la seleccidn de los clones gue mostraban mas actividad. Esta seleccion se realizd
a partir de nna coleccidén de méas de 300 colonias de cada uno de los constructos
realizados. Para una seleccion rapida v eficaz, este grupo desarrolld un sistema
de deteccidn de difenoles en el medio de crecimiento de £. coli Rosetta segtin el
apartado 8.2.1 de Materiales y Métodos. Esta seleccidn se realizd en placas de 96
pocillos con periodato sodico, que oxida a los compuestos difendlicos presentes
en el medio convirtiéndolos en quinonas, apareciendo un color amarillo tipico de
estos compuestos. La presencia de este color se midid a 400 nm en un lector de
placas de 96 pocillos.

Tras la seleccidon de los clones con mavor actividad, es decir, aquellos que

presentaban mayor absorbancia a 400 nm, los clones elegidos, se cultivaban, a
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partir de glicerol stock previamente almacenados, en 50 mL de medio Terrific
Broth con kanamicina (TB). Este medio permite un mayor crecimiento de £. coli
que el medio LB, pero también es més caro v su contenido en sales as mayor. Por
esta razon, este medio fue utihzado umicamente para el crecimiento a partir de
glicerol stock v para obtener la mayor densidad optica posible. Una vez
conseguido este objetivo, el resto de cultivos se realizaron con medio LB por ser
menos costoso, pardmetro muy importante para el escalado de este proceso a
nivel industrial v porque el contenido en sales es menor, permitiendo una mejor
medida de la capacidad de bioconversidn de los monofenoles a difenoles en el
HPLC. El resumen esquemético de los pasos realizados desde 1a ligacidn hasta la
medida de bioconversién de los clones con mavor actividad en el HPLC puede

observarse en la Figura [X.5.
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Ligacion

v

Transformacion

i Electroporacion

Seleccion de clones en placas de 96 pocillos con periodato sodico

)

Crecimiento en medio TB kanamicina {50 mL) de los mejores clones
i Centrifugacidn

Crecimiento en 50 mL LB kanamicina con el monofenol correspondiente

!

Medida de la capacidad de bioconversion en HPLC

Figura 1X.5. Resumen esquematico del proceso para la obtencion de clones capaces de

bioconvertir monofenoles en difenoles.
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7.3 Bioconversion de monofenoles a o-difenoles

Una vez conseguido una densidad celular maxima, se optimizaron otros
parametros para obtener la mayvor bioconversion posible. Para ello, se afiadid al
medio de cultivo (LB con kanamicina) 10 mM de acido ascorbico, para evitar la
oxidacion de los o-difenoles dando ligar a sus correspondientes s-quinonas.

Tras la optimizacidon de todos los parametros del sistema, se procedid a
medir mediante HPLC la tasa de bioconversidn obtenida para ambos substratos
con cada uno de los transformantes. En la Figura VIIL.4 puede observarse la
reaccion de bioconversion del fenol a catecol con el mejor de ellos, tras la
induccion con IPTG durante 12 horas; v en la Figura VIILS la misma reaccion
pero sin necesidad utilizar el inductor, va que esta construccidn tiene el promotor
constitutivo de fenol hidroxilasa de G. thermogiucosidasius. El rendimiento del
proceso fue del 100% en ambos casos, sin embargo, el tiempo necesario para
consegnir la total bioconversidn fue diferente dependiendo de la presencia o
ausencia del promotor propio. Asi, cuando se induyjo con IPTG el tiempo
necesario fue solo de 12 horas, mientras que con el promotor constitutivo, el
tiempo empleado fue de 16 horas.

Resultados similares se obtuvieron del estudio de bioconversidn cuando el
substrato utilizado fue el tirosol. De la misma manera, cuando se indujo con
IPTG, el tiempo que se necesitd para consumir todo el monofenol fue de 10
horas, mientras que con el promotror constitutivo fue de 14 horas. La explicacion
podria ser que con el IPTG se obtiene un mayor nivel de sobreexpresion de la
subunidad grande de fenol hidroxilasa que con el promeotor constitutivo.

Para asegurarnos que el producto obtenido a partir de la bioconversion del
fenol era el catecol, se compard el tiempo de retencidn de catecol comercial
(Figura VIIL1) con el del producto obtenido (Figura VIIL1TA).

Esta comparacion no puede realizarse en el caso del lidroxitirosol va que
este compuesto no se puede obtener comercialmente. Por esa razdn, se purificé el

medio de cultivo pasandolo a través de una columna rellena con una resina
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hidrofébica (Amberlite XAD-4). El hidroxitirosol purificado fue analizado por
espectrometria de masas (GC-MS), v resonancia magnética nuclear de una
dimensién ('H-NRM) v de dos dimensiones (HMBC). De estos estudios cabe
destacar, segin la espectometria de masas (GC-MS), un i6n molecular M* con
una relacién carga/masa de 154 (la relacion descrita para el hidroxitirosol) con
una primera pérdida de 31 umdades correspondiente a una fraccion
hidroximetileno (CH,OH) (Figura VIIL8). En cuanto a la resonancia magnética
nuclear de una dimension (' H-NRM), se observa un patrén de sustitucion en el
anillo aroméatico que denota la presencia de tres sustituventes en las posiciones
relativas C;, C; v Cy, asi como dos singletes anchos a 8.64 y 8.53 ppm atribuibles
a dos grupos hidréxido fendlicos (Figura VIIL9). La posicion real de los tres
sustituventes quedd confirmada al observar la correlacion (HMBC) entre el
carbono alifatico a menor desplazamiento quimico v las seflales de proton del
anillo correspondientes al doblete de 2.1 Hz v al doblete de dobletes con 2.1 v 8
Hz (Figura VIIL10).

7.4 Estabilidad operacional de las células transformadas

Una vez conseguida la bioconversion total de ambos monofenales a sus
correspondientes difenoles, se intentd definir un sistema de células completas con
la capacidad de llevar a cabo este proceso de forma continua. Para ello se
utilizaron las células transformadas con las construcciones anteriores. En la
Figura VIII.12 puede observarse la capacidad de reutilizacion de las células de E.
cofi transformadas tanto con el gen con el promotor propio de fenol hidroxilasa,
como con el gen sin este promotor constitutivo. En el primer caso, las células
mantuvieron aproximadamente el 50% de la actividad inicial tras 5 ciclos. Sin
embargo, en las céhilas transformadas que necesitaban IPTG para ser inducidas
la actividad cayd hasta el 20% con el mismo nimero de ciclos. Este hecho puede
explicarse porque entre un ciclo y otro, las células no se incubaban durante toda
la noche con IPTG, por lo que no se producia la induccidén del gen phed /. De

este modo, las células con el promotor constitutivo mantenian mejor la actividad
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imcial. Ademds, este sistema de bioconversion mediante el uso de células
completas muestra una capacidad méas alta cuando el substrato utilizado es el
tirosol que cuando es el fenol, tanto con el uso de la constmccidn con el
promotor de G. thermoglucosidasinus como sin él.

El estudio de todas las caracteristicas de este sistema de células completas
de £. cofi transformadas con el gen de fenol hidroxilasa con v sin promotor
propio para la produccidén de difenoles, muestra tres importantes ventajas que
recomiendan el uso de la construccidn con el promotor constitutivo v desaconseja

el uso del IPTG, como son:

+ No es necesaria una incubacidn de doce horas para la induccién.
s El coste es mucho menor.

+ La reutilizacion de las células permite un rendimiento mucho mavor.

En comparacion con la capacidad de bioconversion mostradas por otros
sistemas celulares, la bioconversidn mostrada por las células de E. cofi
Rosetta con el gen phed ] es del 100%, siendo, con diferencia, el sistema que
ofrece un mayor rendimiento para la obtencion de hidroxitirosol a partir de
tirosol de la bibliografia, va que el uso de otros sistemas con células
completas sdlo permite una capacidad méaxima de bioconversidn del 80%,
como ocurre en el caso de Pseudomonas aeruginosa (Allouche et al., 2004) v

Serratia marcescens (Allouche y Savyadi, 2005).
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1. Polifenol oxidasa de membrillo ha sido purificada mediante un sistema
secuencial de separacion de dos fases usando en primer higar Triton X-114,
seguido del uso de PEG-8000/fosfato con un fraccionamiento final con sulfato
amanico. La utilizacién del Triton X-114 y el PEG-8000 fue indispensable para
obtener un extracto enzimético estable v claro, va que los estudios anteriores no
conseguian caracterizar esta enzima porque el método de extraccidon era

demasiado agresivo v laborioso.

2. La PPO de membrillo purificada por el método anteriormente descrito
es latente, siendo activada por el detergente SDS hasta 15 veces. Ademas, es una
auténtica polifenol oxidasa va que muestra tanto actividad difenolasa como
monofenolasa, siendo esta ultima actividad la primera vez que se describe en

membrillo.

3. Lapunificacion de tirosinasa de Sirepionyces antibioticus se realizd de
manera similar a la de PPO de membrillo debido a la existencia de una alta
concentracion de pigmentos oscuros en el medio de cultivo que impedian su
caracterizacion. Ademés, con este simple método se obtiene un extracto
enzimatico purificado y limpio sin necesidad de utihzar complejos pasos

cromatograficos como hasta ahora estaba descrito en la hibliografia.

4. La presencia de actividad monofenolasa vy difenolasa en el extracto
enzimético demuestra que la enzima de Streptomyces antibioticus purificada a
partir del caldo de cultivo es una verdadera tirosinasa. Dicha purificacion ha
permitido, por vez primera, la caracterizacion cinética de varios inhibidores,
como tropolona, hinokitiol y hexestrol, sobre una tirosinasa de una bacteria Gram

positiva.
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5. El estudio cinético de la tirosinasa de Streptomyces aniibioticus sobre
un substrato hidrofilico v otro hidrofdbico, junto con el uso de inhibidores
altamente insolubles en agua, perrmtid demostrar, por pnimera vez, la inhibicion
y activacidon en una tirosinasa bacteriana llevada a cabo por ciclodextrinas,
mediante la capacidad de inchur en su cavidad substratos o inhibidores

hidrofdbicos.

6. La biotransformacion de los monofenoles, fenol v tirosol, se ha
ensavado en diferentes soportes de inmovilizacion de enzimas, observando que
tanto PPO de membrillo, como tirosinasa de Sirepiomyces aniibioticus, no eran

capaces de una conversidn total en catecol e idroxitirosol, respectivamente.

7. La clonacion del gen phedl de Geobacilius thermoglucosidasius en E.
cofli Rosetta en presencia v ausencia de su promotor constitutivo, ha permitido la
obtencion de bioconversiones del 100% con concentraciones de monofenoles de
5 mM. Este proceso se ha completado entre 10 v 14 horas, dependiendo del
monofenol v de la construccion usada (con IPTG o con promotor propio), siendo
este ultimo resultado (sin necesidad de IPTG) muy prometedor desde el punto de

vista biotecnoldgico.
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