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Activitat desnitrificant de fraccions cel-lulars de Pseudomonas
stutzeri  utilitzada en tasques de bioneteja en pintura mural.

Resum

En els Ultims anys, s'ha investigat i treballat a la utilitzacié d'aplicacions
biotecnologiques per a la restauracié d'obres d'art, particularment en la
neteja de pintures murals amb l'aplicacié de bacteris vius, el que s'ha
denominat bioneteja en els treb alls de conservacio de pintura mural. En el
Laboratori de Microbiologia de la UPV s'ha desenvolupat aquesta técnicai s'ha
aplicat a les pintures murals de les esglésies de Sant Nicolau i dels Sants
Joans de Valéncia, utilitzant Pseudomonas stutzeri per a l'eliminacié de
crostes de nitrats insolubles, obtenint -se resultats espectaculars. No obstant
aixo, I'is de bacteris vius limita molt la tecnica i els treballs en els quals es

pot aplicar, per tant, es considera interessant investigar si és possibl e utilitzar
els bacteris inactius o una fracci6 dells i que es conserve [activitat
desnitrificant. Una vegada identificada la capacitat desnitrificant del cep aillat,

gue implica un primer pas de reducci6 de nitrat a nitrit mitjancant I'accio de

una nitr at reductasa, es procedeix a la identificaci6 i caracteritzacio d'aquesta
activitat enzimatica. Per a aix0, s'estudia la possibilitat de realitzar extractes
enzimatics a partir dels cultius bacterians, estudiant I'efectivitat de diferents
meétodes de disrup  cid cel-lular descrits a la bibliografia (ruptura per ultrasons,

Us de detergents, Us de cicles de congelacié/descongelacié) amb I'objectiu
d'obtenir un lisat cel-lular que continga I'activitat nitrat reductasa. S'investiga

la compartimentalitzaci6 de la d ita activitat mitjancant fraccionament
subcel-lular utilitzant diferents estratégies. Del lisat total (TL) s'obtindra la

fracci6 citosolica i periplasmatica (CPP) i la fracci6 membranosa total (TM), la

qual pot dividir  -se enles seues corresponents fraccio ns de membrana externa
i interna. A més a més, s'investiga bibliograficament la possibilitat que
aquesta activitat siga part del proteoma periplasmatic, estudiant la
preparacié selectiva de proteines periplasmatiques mitjancant diferents
procediments, que  deixarien les proteines periplasmatiques en la fraccié
sobrenedant després d'una centrifugaci6. Amb les dades obtingudes en
bibliografia, es valorara la possibilitat d'obtenir una preparacié purificada de
I'activitat nitrat reductasa de Pseudomonas stutzer i que constituisca el punt
de partida d'una aplicacié biotecnologica per a I'eliminacid de crostes de
nitrats en processos de restauracié d'obres d'art.
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Denitrifying activity of Pseudomonas stutzeri cell fractions used
in biocleaning tasks in wall painting.

Abstract

In recent years, research and work has been done on the use of
biotechnological applications for the restoration of works of art, particularly

in the cleaning of murals with the application of living bacteria, which has
been called biocleaning in the works of conservation of mural painting. This
technique has been developed in the Laboratory of Microbiology of the UPV
and has been applied to the mural paintings of the churches of Sant Nicolau

and Sants Joans in Valencia, using Pseudomonas stutzeri  for the r emoval of
insoluble nitrate crusts, obtaining spectacular results. However, the use of
living bacteria greatly limits the technique and the works in which it can be
applied, so it is interesting to investigate on the possibility to use inactive
bacteria or a fraction of them to preserve the denitrifying activity. Once the
denitrifying capacity of the isolated strain has been identified, which involves

a first step of reducing nitrate to nitrite by the action of a nitrate reductase,

this enzyme activity will be identified and characterized. To this purpose, the
possibility of making enzymatic extracts from bacterial cultures will be
studied, considering the effectiveness of different methods of cell disruption
described in the literature (ultrasonic rupture, use of detergents, use of
freeze/thaw cycles) in order to obtain a cell lysate containing nitrate
reductase activity. The compartmentalization of this activity by subcellular
fractionation using different strategies is investigated. From the total lysate

(TL) the cytosolic and periplasmic fraction (CPP) and the total membranous
fraction (TM) will be obtained, which can be divided into their corresponding
outer and inner membrane fractions. In addition, the possibility that this
activity is part of the perip lasmic proteome is investigated bibliographically,
studying the selective preparation of periplasmic proteins by different
procedures, which would leave the periplasmic proteins in the supernatant
fraction after centrifugation. With the data obtained in th e literature, the
possibility of obtaining a purified preparation of the nitrate reductase activity

of Pseudomonas stutzeri will be assessed as a starting point for a
biotechnological application for the removal of nitrate crusts in restoration
processes of works of art.
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Actividad desnitrificante de fracciones celulares de
Pseudomonas stutzeri utilizada en labores de biolimpieza en
pintura mural.

Resumen

En los ultimos afos, se ha investigado y trabajado en la utilizacion de aplicaciones
biotecnoldgicas para la restauracion de obras de arte, particularmente en la
limpieza de pinturas murales con la aplicaciéon de bacterias vivas, lo que se ha
denominado bio limpieza en los trabajos de conservacion de pintura mural. En el
Laboratorio de Microbiologia de la UPV se ha desarrollado esta técnica y se ha
aplicado a las pinturas murales de las iglesias de San Nicolas y de los Santos
Juanes de Valencia, utilizando Pseudomonas stutzeri para la eliminacion de
costras de nitratos insolubles, obteniéndose resultados espectaculares. Sin
embargo, el uso de bacterias vivas limita mucho la técnica y los trabajos en los

que se puede aplicar, por tanto, se considera interesante investigar si es posible
utilizar las bacterias inactivas o una fracciéon de ellas y que se conserve la
actividad desnitrificante. Una vez identificada la capacidad de desnitrificar de la

cepa aislada, que implica un primer paso de reduccién de nitrato a n itrito
mediante la accién de una nitrato reductasa, se procede a la identificacion y
caracterizacion de esta actividad enzimatica. Para ello, se estudia la posibilidad

de realizar extractos enzimaticos a partir de los cultivos bacterianos,
considerando la efectividad de diferentes métodos de disrupcion celular descritos

en la bibliografia (ruptura por ultrasonidos, uso de detergentes, uso de ciclos de
congelacion/descongelacion) con el objetivo de obtener un lisado celular que
contenga la actividad nitrato reductasa. Se investiga la compartimentalizacién de
dicha actividad mediante fraccionamiento subcelular utilizando diferentes
estrategias. Del lisado total (TL) se obtendra la fraccion citosolica y
periplasmética (CPP) y la fraccion membranosa total (TM), la cual puede dividirse
en sus correspondientes fracciones de membrana externa e interna. Ademas, se
investiga bibliograficamente la posibilidad de que esta actividad sea parte del
proteoma periplasmico, estudiando la preparacion selectiva de proteinas

per iplasmaticas mediante diferentes procedimientos, que dejarian estas
proteinas en la fraccion sobrenadante tras una centrifugacion. Con los datos
obtenidos en la bibliografia, se valorara la posibilidad de obtener una preparacion
purificada de la actividad nitrato reductasa de Pseudomonas stutzeri que
constituya el punto de partida de una aplicacion biotecnolégica para la
eliminacion de costras de nitratos en procesos de restauracion de obras de arte
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Abreviatures

ATP: Trifosfat dbébadenosi na
CN: Caldo nitrat

DEAE: Dietilamonietil
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Nap: Nitrat reductasa periplasmatica

NED: 1 -naftiletilendiamina

PMSEF: Fluorur de fenilmetilsu  Ifonil

SO: Sulfit oxidasa

Tris: Tris(hidroximetil)Jaminometa
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1. Introduccio

1.1. Deteriorament de les pintures murals

Un del s principals problemes que es pot trob.

doart doextbe mit@emr i or ®s la contaminaci - per
deterioracié es produeix principalment pels processos de cristal:litzacio i

solubilitzacié que presenten les sals (Bosch -Roig et al., 2019). En les

pintures murals dbéinterior, eimpopant@écI®s de deg
formaci - doéefloresc ncies de sal (Figura 1),
de sal a | 6interior del mu r provoca un aug
desemboca en la fragmentaci6 i deteriorament de la pintura ( Bosch - Roig

et al., 2013).

Figura 1. Eflorescéncia de sal . Extreta pintures murals de | 6Esgl ®si
vista a microscopi optic. (  Bosch-Roig et al., 2013)

Per t al doéevitar aquest deteriorament, ®s n e
guantitat de sal present en la pedra del mur. Aquest procés de neteja es

diu dessalinitzacié, i busca reduir el maxim possible la quantitat de sal

present. Hi ha diferents métodes per a fer la dessalinitzacio, tant fisics

com els ultrasons o | 6eliminaci - amb bistur?2
utilitzacié d e acids, tensioactius, alcaloides entre altres. No obstant aixo,

aguest metodes solen ser molt drastics i causar problemes severs i

permanents en la p intura mural, com poden ser canvis de color,

movi ments en | 0estructura del meet neateria | 1 el i
original. De la mateixa forma, en aquests méetodes trobem deficiéncies de

neteja, no sent sempre completa i deixant erros en comparacié amb altres

t cniques com |l a bioneteja. Final ment, | 08%s ¢
trebal |l ador sferda residuk toxcs i mesjedicials (Cappitelli et al.,

2007 ; Bosch-Roig etal., 201 3).

De forma alternativa a aquests métodes, trobem la bioneteja, que és la
utilitzacié de microorganismes o enzims per a eliminar aquest excés de
sal. Totique molts mic  roorganismes sén responsables directes i indirectes

de | a destrucci- de pintures murals, s2 que s
amb microorganismes especifics permet una dessalinitzacio eficient, sense
toxicitat i respectuosa amb el medi ambient (Ranalli et al., 2018; Bosch-

1



Roget al ., 2013). A m®s a m®s, ens molt casos

doéutilitzar | a bioneteja en | a restauraci - d «
aixo, encara sOn necessaris més estudis ( Bosch -Roig i Ranalli, 2014).

Dinsdelaprob  em”"tica de | éacumul aci - de cristall
moltes de les alteracions es produeixen per la nitracio i la sulfatacio. Els

cristalls de sal de nitrats es produei xen, ge
espai entra la part posterior del mural i la pedra de la volta, ubicada

darrere de la pintura. En eixos espais es reuneixen xicotets animals com

ratolins i rates, ocells o insectes, que generen una acumulacioé important

de residus organics. En aquesta matéria es troben compostos amb

nitrogen,queals er oxi dats es transformen en nitrats
de pluja arrastra aquests nitrats, filtrant -los a través de la pintura i

formant les eflorescéncies, que acabaran formant una crosta blanca sobre

la superficie del fresc ( Bosch-Roig et al, 2013). A | 6 hora de remour e
nitrats, Pseudomonas stutzeri  és un bacteri molt efectiu i rapid, el que

per met eliminar els excessos de sal débuna ma
(Lustrato et al., 2012 ; Ranalli et al., 2000).

Per altra banda, | 6 ac unougbhnaeestambdésursgteh st " nci es
problema. Si la matéria organica aplicada sobre la pintura no es remou
adequadament i es mantenen sobre |l a p
pot crear un ambient proliferatiu, |ja
fongsibact eri s nocius per a | 6obra doboart
és veritat que els organismes que es solen utilitzar per a la bioneteja no

sbn els causant directes de la biodeterioracid, si que poden crear el ja
esmenat ambient proliferatiu que puga at raure a bacteris realment
perillosos com els cianobacteris, que creen ambients nutritius per altres
organismes. Aquests organismes poden ser, per exemple, productors
dé"cids que afect e Nitradmonadd sppooc Mittobacter mspp.
(Crispim i Gaylarde, 2004). Aquest tipus de colonitzaci6, pot accelerar de

forma brusca la destruccié del patrimoni cultural, ja que el metabolisme

de molts microorganismes afecta directament a la matriu mineral de la

paret, creant danys fisics, quim ics i estétics problematics. La formacié de
biopel.licules sobre la pedra, sotmet a aquesta a forces de tensid, que
afavoreixen | 6acumul aci - de pol LIlwuci- i sals
En aquest sentit és molt important mantindre ben controlades | es

condicions ambientals, ja que controlant les fonts de nutrients, aigua i

llum es pot evitar la proliferacié descontrolada. A més a més, la falta de

contr ol pot obligar a | 6%s de biocides, gue
toxicitat (Bosch -Roig et al., 20 15).
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Tenint en compte que la bioneteja és una eina relativament recent, el

camp déinvestigaci - seguei X prou obert i,
consequeéncies a mitja i llarg termini també (Bosch -Roig i Ranalli., 2014).

Per aquests motius, és molt interessa nt | 6estudi déal ternatives
directa dels microorganismes vius sobre la pedra, com és, per exemple,

| 6¥%s doOéenzims actius apllats dels microorgani



1.2. Reduccio bacteriana de nitrats: activitats Nar i Nap

La desnitrificacié en bacteris és u na transformacié assimilatoria, és a dir,

est”™ relacionada amb | a conservaci- doenergi a
possibilitat de subsistir en un medi anaerobic. Per tant, aquest tipus de
respiracio és facultativa i es pot inhibir amb oxigen, tot i que també pot

donar -se el cas de que romanga activa en situacions microaerofiles i inclos
aerobigues (Lalucat et al., 2006).

Diferents tipus de metal-loproteines, durant el procés de desnitrificacio,

catalitzen |l a reducci - de ni d deanitrogen i ni tr it
ddaquest Yol tim a , xid nitr - s, qgue, final men
atmosféric o dinitrogen. Per tant, la desnitrificacié pot constar de 4 fases

on participen 4 tipus dbdébenzims diferents: nit

oxid nitric redu ctasa i oxid nitrés reductasa (Hochstein i Tomlison, 1988).

No obstant aix0, la desnitrificacié no implica necessariament el procés
complet, és a dir, els 4 passos no tenen perqué realitzar -se en la seua
totalitat. En aquest sentit, el primer pas, que és | a reduccio de nitrat a
nitrit, pareix tindre un paper prou important (Blumle i Zumft, 1991).

En bacteris, se necessiten aproximadament uns 50 gens per a poder
estructurar tot el sistema de desnitrificacié. Ens aquests gens no sols hi

ha informacié perac onstruir els enzims; també es troba informacié per a

la sintesis de cofactors, maduracio6 i regulacid. De forma general, els gens

de la desnitrificacio es troben en el cromosoma bacteria, com és el cas de
Pseudomonas stutzeri  (Lalucat et al., 2006). Ara bé, aguests gens també
es poden localitzar en plasmids i ser igualment funcionals (Vollack et al.,

1998). A més a més, aquests gens es divideixen en clisters segons la
funcié que hagen de realitzar. En el cas de la reduccio de nitrats estan els

gens nar, els gens nir per a la reduccio de nitrits i els gens nor i nos pera
la reducci6 de oxid nitric i 0xid nitrs respectivament (Zumft, 1997).

Com ja ha sigut mencionat anteriorment, el procés complet de

desnitrificacié comenca amb la reducci6 de nitrat a nitri t; per tant, aquest

®s un pas cl au. Per aquest moti u, molts bacte
nitrat reductasa. En total, hi ha 3 tipus: una nitrat reductasa assimilatoria

soluble i dues no solubles que es divideixen en respiratoria vy

periplasmatica (Laluca t et al., 2006). Les reductases de nitrat, a més a

més, sén enzims molt variats entre espécies i ceps, tant en llocs actius,

com nombre i forma de les subunitats i la localitzacié a nivell cel-lular

(Hett mann et al ., 2002). L 6 a edtar assotiadata ni tr at r
la membrana plasmatica, €s a dir, sén enzims de membrana. Per tant, la

reduccié de nitrat a nitrit esta acompanyada per una translocacié de

protons (Hochstein i Tomlison, 1988) . Agquest:
un gradient electroquimic que es pot utilitzar per a generar ATP a través

de | 6ATP si nt a-WWatkins&pla20Bt i no

Agquesta activitat de desnitrificacié es realitza en el centre actiu dels
enzims, que solen contindre un atom de molibdé i fent complexes amb
heterocicles d e pterina, que serveixen de bastida per a mantindre al
molibdé en el lloc actiu (Figura 2) . Aguests enzims es poden classificar

en tres grups principals: dimetilsulfoxid reductasa (DMSOR), sulfit oxidasa

(SO) i xantina oxidasa (XO). Les DMSOR contenen do s cofactors de pterina



mentre que SO i XO sols un. A banda de la pterina, el molibdé necessita
nal s per a coordineée
correcta. Aixi, per exemple, el lligant addicional de Nap (nitrat reductasa

doéaltres | ligands addicio

periplasmatica ) és la cisteina, mentre que en Nar

(nitrat reductasa

assimilat, ria), ®s |-Waknpeaal.t2814). (Sparacino
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Figura 2. Estructura del centre actiu de varies nitrat reductases de diferents

organismes . Ec: Escherichia coli, Dd: Desulfovibrio desul

furicans, Rs: Rhodobacter

sphaeroides; Cn: Cupriavidus necator. (Sparacino -Watkins et al., 2014).

La reduccié de nitrat a nitrit en les reductases de nitrat, requereix de dos
electrons i se combina amb la transferéncia de dos protons. Aquest tipus

de reaccio és tipica dels enzims que contenen molibdé i
gue el centre de molibdé experi mente canvis en
Léoxigen resultant de | a t

pterina, i implica
el seu estat redox.
ransformaci - de ni

dbaigua que sbacobl a ambWatkinsepat.,@d14). ( Sparaci no

De forma general, molts organismes que fan la desnitrifi

cacio, a part de

t

la nitrat reductasa assimilat, ria que es pot
tenen una altra, per , aguest a en f or ma
periplasm”™tic, encar a que no hi h proves

a
reductasa en el grup de Pseudomones desnitrificants. En  aquest sentit, P.

stutzeri t amb® ®s especial, | a

gue sdhan trobat

el genoma del bacteri (Lalucat et al., 2006). No obstant aix0, la produccio

de Nap esta regulada per les concentracions de nitrats i
en | 6amberenttantP, Nap sol s
2013).

oxigen presents
sbexpressa en cas

De la mateixa forma que Nar, Nap també es troba associada a la
membrana plasmatica, pero en el lloc periplasmatic. A més a mes, tot i

gue en algunes especies la Nap també esta implicada e
nitrats, aquesta hipotesis encara no esta generalitzada,

n la respiracié de
i les proves que

hi ha indiquen que produeix considerablement menys ATP que la Nar. No

obstant aix0, la major afinitat per nitrat de Nap, podria s

uperar aquesta

diferencia de poten cia (Sparacino -Watkins et al., 2014).
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Al contrari que | a resta de reductases de nit

mantenen una funci6 més o menys conservada entre especies, Nap €és

funcional ment di ver sa. De fet, |l a pres ncia d
de nap en el genoma no implica que aquest organisme tinga la capacitat

de fer la desnitrificacié. De la mateixa manera que es troba implicada en

la desnitrificacié, Nap també té la capacitat de reduir el nitrat a amoniac,

participant en | 6 eequill & dIrii mirneadd x id el nitra
estructural, Nap, de la mateixa forma que Nar, conté un centre catalitic

format per un atom de molibdé i per 2 cofactors de pterina, per tant es

troben dins del grup DMSOR (Sparacino -Watkins et al., 2014).

Nap és una pr oteina molt diversa i per tant es presenta en moltes formes.

Per una banda, es troba |l a Nap monom rica ¢
Aquesta forma ve determinada per la disposici6 espacial de 2 dels 4

dominis implicats en |l a uni - del somdeof act or s
mol i bd . Aquesta forma dbéembut, f orma una men
gue entra el nitrat i ix, després, el nitrit. També conté complexos de ferro -

sofre encarregats del transport doéelectrons.
heterodimérica. Esta formada per dos subunitats, una gran anomenada

NapA i altra, relativament xicoteta, anomenada NapB. En NapA és on es
troba el centre actiu (Figura 3) i és molt similar a la Nap monomerica
(Gonzalez et al., 2006).

Figura 3. Estructura tridimensional de la NapA de Desulfovibrio desulfuricans.
(Gonzalez et al., 2006).

La nitrat reductasa unida a la membrana es caracteritza per tindre tres

subunitats U, a, [ A (Figura 4). La subunita
cont® molibd i dos cofactors de pterina. Pel
esta relacionada amb el transport d 6electrons, ja que cont® co
fero-sofre. Finalment, la subunitat A ®s wun ci't
escampat per | a membrana (Hettmann et al ., 2 (
aproximadament 13 grups de ferro -sofre i un atom de molibdé unit als

cof actors de pterina, que se creu que modulen el comportament redox del

mol i bd , aix? com ajuden a la transfer ncia di
gue no tenen eixe cofactor. En resum, aquests cofactors tenen dos

funcions principals: ctronsengeeltcentrefeerd f-dofltex dbel e
i | 6"tom de molibd i fixar aguest “tom en

proteines (Lalucat et al., 2006).
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Figura 5. Esquema del proc®s de |l a reducci- de nitrat p
membrana.  (Gonzélez et al., 2006).

1.3. Pseudomonas stutzeri en la bioneteja

P. stutzeri  és un bacteri del génere Pseudomonas que esta englobat dins

de laclasse Gammaproteobacteria . Esta caracteritzat per tindre una forma

de vareta, una longitud de 1 a 3 um i un ample de 0,5 um. A més a més,

sols t® un flagel p o | B.rstut zed Gabtigitat dadatasad t a t en
oxidasa, i el que importa en aquest estudi, activitat desnitrificant. Una
caracter?2stica diferenci al Pdeudomdnaseésqueact er i s
P. stutzeri no produeix pigments fluorescents, per tant, no té aquesta

activitat luminescent (Lalucat et al., 2006).

Els ceps de P. stutzeri tenen principalment un metabolisme respiratori on

| 6oxi gen ®s | 6%l tim acceptor ddéel ectrons; n
| 6habilitat doutilitzar el nitrat cem a recep
capacos de realitzar la desnitrificacio, que en aquest cas és una

desnitrificacié reprimible per oxigen. De fet, la gran activitat desnitrificant

del bacteri, I 6ha convertit en un organi sme n
[ el s estudi s igadl en elsam@emet grans bvancos en el

camp de la desnitrificacio (Lalucat et al., 2006).

En comparacié a altres espécies del mateix génere, P. stutzeri té una

activitat desnitrificant més elevada, sobretot a nivell de reduccié de

nitrats. No obstant  aix0, aquesta alta activitat de reduccié de nitrats entra

en contrast amb  6activitat reductora de ni
bastant menor i els mitjans on sol créixer P. stutzeri tenen restes de nitrits

que no han pogut metabolitzar. Amb tot, aquesta activitat segueix sent

superior a altres bacteris com P. denitrifcans i P. aeruginosa . A mésamés,

els avantatges de  P. stutzeri no es redueixen sols a la seua activitat.

També és destacable la seua gran afinitat pels nitrats i la seua facil

manipulacié (Carlson i Ingraham, 1983).



En el cas caracteristic de  P. stutzeri , els gens que codifiquen les diferents

reductases assimilatories, és a dir, els gens nar, no estan associats als

gens encarregats de la desnitrificacio, quedant fora dels cllsters tipics

dbaquest gens. Per tant ,P.sutzerie éns tcobemmm s o ma d e
grup nos-nir-nor per un costati els gens narper | 6altre. LO6éorganitz
gens nar est ” guasi determinada i sObhan trobat
interessant en organismes model com E. coli (Lalucat et al., 2006).

Totique Pseudomonasstutzeri so6ha wutilitzat ampl ament en
nor mal ment sols sob6bha wutilitzat angaepreseat el i mi nar
en les pintures murals (  Bosch-Roig etal., 2013). Aquestes restes son part

del pegament ani mal [ | a eoagaregtécaiquesuee s 6ut i | it
restaur acistrappooqoe é¢sdhasa en arrancar la pintura del mur i

traspassar -laaun alt re suport, com pot ser una tela, per a traslladar -laa

un altre lloc. Es pot fer de diferents maneres, pero totes elles porten a la

separacid del mural de la pedra (Gianni et al., 2008) . Les restes

organiques també poden ser part de les deposicions atmosfe riques fetes

al Il arg del temps, sobretot si es tr,acten de
no obstant ai x, , aguestes restes .£oma mol t m®
exemple de | 6eliminaci - del stueeait,esmelfrasg”™ ni ques
del Cementeri M onumental de Pisa de Buffalmacco Buonamico, Historia

dels Sants Pares . La bioneteja va ser molt rapida (2 hores) i les condicions

experimentals van ser segures, no invasives i sense riscos (Lustrato et al.,

2012).

Per altra banda, en els ultims anys també sbha comen-at a utilit
bacteri per a la neteja de les eflorescéncies de sal per les seues grans

qualitats desnitrificants. De forma pionera, destaca el cas de la neteja dels

frescos de | 6Esgl ®si a del s Sant sBostloRaogs de | a
et al., 2013).

Els Sant Joans, tot i ser construida en el 1240, va ser reconstruida i

remodel ada durant el s segles XVII i XVI11, S
Durant aquests anys, a | dinterior del templ e
es poden veure en el present, els quals es consideren unes de les pintures

murals valencianes més grans i importants. La técnica que es va utilitzar

per a fer els frescos és la dels pigments aplicats amb aigua i fixats amb

cal i arena, mitjancant un procés de carbonatacio s obre la pedra del mur.
No obstant aix,, els incendis provocats a | 0i
van deteriorar severament les pintures ( Bosch -Roig et al., 2013).

Entre el 1958 i 1963 es va produir el procés de restauracio, utilitzant la
t cni c atrappe (Bo$ch-Roig et al., 2013). No obstant aix0, aquesta

tecnica va ser insuficient i perjudicial per a les pintures. Aquesta
restauraci - tamb® va produir |l a formaci - [ I
de sal insoluble. Es van utilitzar diferents técniques f isiques i quimiques

per a intentar solucionar aquests problemes, perdo no es van obtindre
resultats massa satisfactoris; per aixo0, es va decidir intentar la bioneteja
amb P. stutzeri sobre una part del fresc(  Bosch-Roig et al., 2013).

La composicié quimica  de les eflorescencies era fonamentalment de nitrat

de potassi, amb una concentracio de nitrat mitjana de 1671,93 mg kg 1
En el treball es demostra que utilitzant el cep DSMZ 5190 del bacteri P.
stutzeri en agar durant 90 minuts, es produeix una neteja mol t eficient de

8



les eflorescéncies de nitrat, amb una reduccié aproximada del 92%

(Bosch-Roig et al., 2013). Per tant, es demostra la utilitat del bacteri en

|l a bioneteja, no sol s en | 6el i mi naci - de mal
reduccio del nitrat, el que f a que els enzims desnitrificants del bacteri

siguen eficients.

Figura 6. Mostra de |l a bioneteja de | a pintura dduna
| 6Esgl ®si a del s . &m latpdmerd immatgeses mostra la pintura abans del
tractament, on es pot apreciar perfectament |l a crosta ¢
En la segona , durant el tractament amb Pseudomonas stutzeri atrapat dins de | dagar.
la tercera es mostra la p  intura després de 90 minuts de tractament i la retirada del
material. Com es pot apreciar en |l a tercera imatge, | def

eficientment. ( Bosch -Roig et al., 2013).

Degut a | a pand mia i a | 6est ad-19ckbtanpsar ma pr ov
passat al laboratori ha sigut substancialment reduit. Per tant, la part

experi ment al sdbha vist considerabl ement I i mi t
part i mportant déaquest treball inclour?” un

permeta perfilar futures a  proximacions. De la mateixa manera, aquesta
situacié també ha modificat parcialment els objectius buscats.



2. Objectius

Lébobjectiu princiopal ddbaquest treball ®s d e
| 6obtenci - del s e n z i PeesudorNomas stutzeriN ager a k&
bi oneteja dobéefloresc ncies de sal de nitrat d

Els objectius especifics son:
T I'dentificar | 6acti vi tPastutzemii.trat reductasa ¢
1 Analitzar diferents protocols de purificacié dels enzims Nar i Nap.

1 Identificar les condicions optimes per al rendiment del Nar i Nap
mitjangant la caracteritzacio bacteriana i enzimatica.

T Analitzar | es diferents maneres doestabil:
T Evitar l a p rdua de |l a major part possi bl
enzims.

1 Analitzar els dif erents métodes per a aplicar els enzims Nar i Nap
sobre la pintura mural.

10



3. Materials i métodes

3.1. Recuperacio del bacteri

Es va procedir al cultiu de 4 ceps diferents de Pseudomonas stutzeri  cedits
per el Laboratori de Microbiologia de la Universitat Politécnica de Valéncia:
5190 (Il 6utilitzat en | a bionet ejBaschdRoigl 6 Esgl ®s

etal., 2013)), A6166, P30 i 46326.

Es van realitzar tres plaques del primer cep i dos dels altres 3 ceps. Com
del primer cep es van utilitzar dos plaques diferents per a fer la
recuperacid, es van obtindre un total de 6 plaques del cep 5190. La
sembra es va fer amb el procediment de triple estria (Figura 7) en plaques
déAgar APl at e labpQln16D-500)2mhuna nansa de sembra i
es va sembrar a 37 °C es una estufa.

Figura 7. Placa sembrada amb triple estria després de la incubacié a 37 °C.

3.2. Tires API

Per confirmar que es treballa amb el bacteri desitjat, es comprova la seua

identitat amb una tira API (Biomérieux, API ® 20NE, 20050 -25). Es dilueix

una <col ,nia en | d6ampolla subministrada i am
reparteix la dilucié en els diferents pouets que marca la tira. La tira

sOincuba en estufa a 28 A®sdespréssSilésaladesa mesur a .
no sén concloents, es fa a les 48 hores després de preparar la tira. En

aguest cas, es van realitzar les dos mesures i el procés es va repetir dues

vegades.
Final ment, tamb® sbdbagafa mostra del ppouet de
cultivar -lo. Es fan un total de 4 répliques, 2 per a cultivar -seaz28°Ci

altres 2 a 37 °C.

11



3.3.  Comprovacio del poder desnitrificant del cep

Per a comprovar que el cep t® | 6activitat d
diferents eines.

Se realitzen cultiu s en dos medis diferents: 1) medi desnitrificant o MD

(per a 100 ml: solucié salina estandard al 1/20 1000 ml, 2 g de nitrat

potassic, 10 g de glucosa, 5 g de carbonat calcic i 1 ml de solucié

doéoligoel ement s) ; 2) caldo nitrat unwdeCN (per
peptona, 0,06 g de nitrat pot“"ssic i 300 ml
medis es posen dins de tubs i els del medi CN contenen una campana

Durham invertida cadascun. Des les 6 plaques del cep 5190, es sembren

un tub de cada medi i al ménys mwanthue dia. Zele8 0 AC

plagues fetes a partir de la mostra de la tira APl també es sembren 4 tubs:

2 del me d i MD i 2 del CN. Un de cada tipus s
37 per a oOobservar si |l a temperatura afecta a
me d i CN es comprovar”™ mitjan-ant | 6apari ci

| 6interior de | a campana i, al i gual que el
nitrats i nitrits i el reactiu de Griess.

En la reaccié de Griess (Figura 8), si hi ha nitrit en la mostra, aque st
reacciona en condicions “cides amb [ 6 "cid s
diazoni (per ai x, tamb® sb6banomena reacci - d
Final ment, el cati - di azoni s Onaftilanming, a | 6 a mi
formant un colorant de tipus azo soluble en ai gua, déun color entr

violeta (Tsikas, 2007).

i-!:.\'U:S—(;\/:/B—MI:: + 0O
¥

u
-H,0

..... + 1
/_\ ¥ \/j>7 =
10.5—, N—N_ | H,NO,S NEN
{ n:r\ozs—\\_’/f) N _\\\0] - : ——>  HNO, N

N=0

\_/
Figura 8. Reacci6 de Griess . (Tsikas, 2007)
Final ment, per a comprovar que sO6bha consumit
presencia de nitrit es realitzen dos proves: els tests de nitrats (Merck,
110092) per a comprovar que ha disminupt | a (¢
dels nitrits 0,1 -3 g/l (Merck, 11002 2)i 2 -80 mg/l (Merck, 110007) per a
assegurar que |l a consumici - del nitrat ha dot
de nitrits. Tamb®, com sO6ha anomenat anterior

de Griess en ambddés medis.
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4. Estudi bibliografic

Pels motius explicats en | 6anterior punt, els
cellklular i apllament de protepunes no soOha p
| 6estudi es realitzarn una recerca bibllogr"
doéoal tres gr ups ituacddnaetdali del zema i dissanyas protocols

de futura aplicacio.

Aquesta recerca bibliogr”"fica s6éha articul at
[ referenciats a | dapartat de bibliografia,
dades com PubMed, Science Direct 0 Google Schoolar. La tria dels articles

6ha fet de |l a seg¢ent maner a.

La selecci - i recerca del articles sb6bha fet
seg¢ent s paPrsaewldeosmo nfas s tfuatczteirviiot at nitrat red
Afenzim Nar [ Napo. , Noseoedbesnant 6apxrtat, | es
ﬁpurificaC|-c‘), fificaracteritzaci 0, fiestabilit:
tamb® soha utilitzar sovint per a afinar I
criteris tamb® utilitzats han sigut Afbacter.i
ddéenzi ms s P.stutderda rc o mPsBudomonas aeruginosa 0

Sdha intentat sempre triar el s protocols dboéa
tractar -se dbéestudis que sbdbhan realitzat sobretot
dels protocols més recents estan basats en aquest estudis més antics,

tamb® sodébhan seleccionat molts articles dbaba
cura de gque |l a informaci - gue sbdbha sostret r

rebutjada actualment.

41. Preparaci - dbébenzims bacterians

Com sdbha indicat spbivinament, ®se una tecnol ogi
relativament recent i el seu camp dbéinvestiga
o alternatives a | 6aplicaci- directa dels mic
déenzims actius apllats del s micmsideem gani s me s

algunes de les principals tecniques comunament utilitzades per a obtindre
preparats enzimatics bacterians.

4.1.1. Ruptura per ultrasons

La ruptura per ultrasons es basa en desestabilitzar les forces

intermoleculars utilitzant vibracions ultrasoniques gue causen fluctuacions
de pressid, resultant en una cavitaci6 o formacié de porus en les
membranes cel Ll ul ar s. Per tant , el resultat

dels component interiors de la cél-lula. Les vibracions ultrasoniques

produides cobreixen un rang de freq¢ ncies que sbOest ®n
kHz. Aquesta disrupcio depén de molt factors, perd sobretot del volum

cel-lular i de la fase de creixement (Harrison, 1991). El resultat, moltes

vegades, és la completa destruccié de les cel-lules, el g ue permet separar,

mitjancant la centrifugacio, les ceél-lules no destruides i els agregats
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insolubles, que aniran al sediment, de les proteines cel-lulars solubles (Van

Hartingsveldt et al., 1971). La técnica pot aplicar -se per cicles. Per

exemple, en el t reball de Huang et al. (2015), on es volia mesurar la

gquantitat de nitrogen intracel-lular en P. stutzeri , es van utilitzar 80 cicles,

que consistien en 5 segons de pols i 6 segons de descans, mantenint

| 6extracte sempre a 4 AC e rarladesndiugalitaaciocd e gel per
de proteines.

A m®s a m®s, |l a t cnica de di srupci - cel L1l u
anteriors treballs per a obtindre proteines de membrana de P. stutzeri i

els seus enzims desnitrificants com la nitrat reductasa o la nitrit reduc tasa

amb bastant éxit (Blumle i Zumft, 1991; Tattawasart et al., 2000; Wu et

al., 2020).

La ruptura per ultrasons és molt Util per a separar la fracci6 membranosa
de |l a citos,lica una vegada que ja sodoha el i mi

5

es fa la sonica cio6 sobre els esferoplasts (Carter et al., 1995).

4.1.2. Us de detergents

Els agents tensioactius participen en la disrupcio cel-lular mitjangant la

solubilitzacié de proteines i la pertorbacié de les interaccions entre els

lipids de membrana i les proteines ue la formen, el que provoca el
desorganitzaci - de | es membranes <cel LI ul ars
detergent sol acompanyar a un tractament per calor. De fet, en el cas de

la nitrat reductasa, la preséencia del detergent és necessaria per a obtindre

| 62inm compl et . Hxoli, @an sasaisha tdaétament amb calor,

nom®s sbdaconsegueixen els |l es subunitats Ua,
va acompanyat dbéun detergent, tamb® sb6obt® | a
En el cas de la nitrat reductasa de P. stu tzeri , el treball de Hettmann et

al . (2002) mostra | 6obtenci - de |l es subunit at

combinacié de ultrasons i tractament per calor amb detergent. En aquest
cas, es busca la separacié del centre actiu situat en aquestes dos

subunitats, de | a subunitat A, que es troba wunida a
Els detergents tamb® permeten | a formaci- dobe
eliminaci6 del periplasma bacteria. Aixi, tractaments amb EDTA, Tris -HCI

0 MgCl,, combinats amb centrifugacions o enzims, dissolen les parts
exterior del bacteri (Imperi et al., 2009).

4.1.3. Cicles de congelacié/descongelacié

Mitjangant la congelacié i la descongelacio de les cel-lules es pot arribar a
la disrupcio de la membrana per la formacio i destrucci6 de cristalls de gel
formats en el si de la membrana. Aquest procés pot ser accelerat

mitjancant la pressié i molta, ja qu e | 6estructura congel ada
facilment destruida. No obstant aix0, aquesta tecnica va acompanyada

déinconvenient s, com per exempl e, |l a for maci
gue afecten a |l a integritat de la ¢ |l LIula.
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més preocupant en aquest cas és que molts enzims solen perdre la seua
activitat despr®s dbéaquest proc®s, el gue i m
|l 6activitat enzim'tica desitjada (Harrison ,

42. Comparti mentalitzaci - de | d0activitat n

Com s 6dgwt obpervar en la recerca bibliografica, hi ha proves de que

Pseudomonas stutzeri  té dos activitats nitrat reductasa: una localitzada

en la cara interior de la membrana plasmatica i que, per tant, té el seu

centre actiu situat en el citoplasma, i una alt ra periplasmatica , ja que P.

stutzeri és un bacteri Gram negatiu amb membrana externa i per tant

amb espais periplasmatic (Figura 9). Aquestes dues activitats que

corresponen amb Nar i Nap respectivament (Lalucat et al., 2006).

Mitjan-ant | 6esntuslit dendgfies de purificaci -,
gue mill or encaixe en | 6aplicaci- que es vol

OUTER
MEMBRANE

PERIPLASM

INNER
MEMBRANE

CYTOPLASM

Figura 9. Procés de desnitrificacié en les membranes i periplasma de P. stutzeri.
(Lalucat el al., 2006).

421. Purificacié de Nar i fracci6 membranosa
Per a poder apl l ar Nar , pri mer sdbha dbéacon
membranosa de | a resta de |l a ¢ | LIul a. Per €

membranes de P.aeruginosa fet pel grup de Matsushita (1978), el primer

pas que fan és eliminar  la fraccio periplasmatica. Les cél-lules que tenen

emmagatzemadesa -20 °C es suspenen 60 ml de Tris -Cl0,01 M apH 8.4,

amb un 20% de sacarosa i MgCl >0, 01 M. Despr®s dobéafegir 16¢
l i sozim, | a suspensi- so6ébincuba durapau. una hor
Es centrifugaa 13000 g durant 10 minuts, es resuspén amb Tris -Cl 0,01M

pH 8,4 amb MgCl , 0,01M i es torna a repetir la centrifugacio. El sediment

es suspen amb 20 ml de fosfat potassic 0,01 M amb 5 mM de MgCl 2 apH
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6,2. Sbéafegei x DNadnetailasidspeass ambiunagremsa
francesa. Es centrifuga tot a 1800 g durant 10 minuts per a eliminar les
cél-lules intactes i finalment es centrifuga a 68000 g durant 90 minuts. En
aguest sediment final es mantenen les membranes amb els enzim actius
(Matsushita et al., 1978).

De forma més recent i amb P. stutzeri , es troba el treball del grup de

Hettmann (2002) on es busca obtindre el centre actiu de la nitrat

reductasa del bacteri, per tant, el primer que busquen és aillar la fraccio

de la membrana. D esprés de desintegrar les bactéries fisicament

mitjangant una premsa, separen les proteines citosoliques utilitzant varies

filtracions amb porus de 0,16 um. La fracci6 de la membrana
sbultracentri fuga i es tracta amb wularrasons.
les proteines, les membranes concentrades son tractats amb del tampd

(HEPES-KOH 20 mM pH 8, EDTA 1mM i DTT 0,25 mM) amb un 10% de

dodecil -a-D-maltosid. Aquesta barreja és agitada durant una hora a

temperatura ambient i posteriorment centrifugada. Es com prova | 6activita
nitrat reductasa de les diferents fraccions i es descarten els sediments. El

sobrenedant es carrega en una columna déinter

fluix continu, ja que no t® activitat nitra
f i nal me neluci@pdeda cdluinna. També en aquest estudi es proven

dos m todes per a purificar |l a nitrat reducta
En el primer dels métodes, les membranes es dilueixen a una concentracio

de 2 mg/ ml amb tampdé de fosfat de potassi 50 mM a pH 7,5. Aquesta

soluci - sbagita durant 20 minuts a 60 AC, r e

Omega de 300 kDa. Tot el procés de dilucid i filtraci6 es repeteix. Els

filtrats es combinen i es concentren amb un filtre de 10 kDa. Aquest filtrat

finalment es di lueix amb tamp6 Tris/bis - Tris-propa/HCI 25 mM i pH 8,0.

La soluci - resultant sbaplica a una <col umna
reductasa soO6eluei x amb un-0¢MaddlitampotLesd e NaCl d
fraccions amb activitat nitr adessalilz#éruict asa s 0:¢
canvien al tampo6 de fosfat de potassi 50 mM pH 7,5 amb una filtracié en

gel HiPrep 26/10. Finalment, la soluci6é es barreja amb solucié saturada

de sulfat dobéamoni en tamp- de fosfat de pot as
de fenil -éter. Finalmen t , |l a matei xa soluci - saturada del
coma gradient, obtenint  -se la proteina final (Hettmann et al., 2002).

En | 6al tre m tode, la fracci - membranosa es
guanidi 140 mM, EDTA 3 mM, Tris -HCI 25 mM a 40 °C durant 3 h . Es
important recalcar que aquest efecte de la temperatura ja afecta a

| 6activitat enzim'tica final. £s proven difer
es produeix la millor dissociaci6 i es concreta que el pH que menys afecta
a | 6enzim ®s 7, 2efredh atengperdtunacainbientées carrega

a una columna de cromatografia DEAE de capa expandida. La subunitat
Ua sodelueix final ment aHOh25MNMaOHS@EH6MWanmM, Tr i s
et al., 2002).

No obstant aix0, aquests dos metodes es basen en el treball fet per Blumle
i Zumft (1991). Després de fragmentar les cél-lules amb ultrasons, van

aillar la suspensié de la membrana. Aquesta suspensié va ser ajustada a

una concentracio de proteina de 10 mg/ml amb 20mM de tampd de fosfat

de potassi. La dissolucié va  ser tractada amb calor durant una hora en un
bany a 60 °C i agitaci6 continua per a, després, ser rapidament refredada.
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El pas seguent va ser centrifugar durant 90 min a 4 °C, quedant -se amb

el sobrenedant que ®s on es troba | 6enzi m.
Seguidament, el sobren  edant es passa per una columna de DEAE -safarosa
CL-6 B. Les fraccions que contenen activitat ni
concentren a 2 ml mitjancant ultrafiltracié. Es torna a passar per una
columna, aquesta vegada Sephadex G -150 i es torna a ultrafiltrar ,
guardant -sea-24 AC. Final ment, | denzim es separa i
un gel de poliacril amida i l a nitrat reduct ac
(Blimle i Zumft, 1991).

4.2.2. Purificacio de Nap i fraccié periplasmatica
Per poder obtindre la nitrat re ductasa periplasmatica hem de fraccionar el
proteoma cel-lular per quedar -nos amb el periplasmatic. Una de les
principals formes per a fer aquest fraccionament és mitjangant la formacio
doesferopl asts. Al efounder i Ferguson en el
Paracoccus denitrificans  que després seran seguits i modificats per molts
a |l 6hor a de obtindre protepgnes del peripla
esferoplasts, es centrifuguen les cél-lules durant 20 minuts a 5000 gia4
°C i es llava amb NaCl 150 mM i Tris -HCI 10 MM a 4 °C i pH 7,3. Es
suspenen en 10 ml de sacarosa0,5 M, Tris -HCI 10 mM a pH 7,3. El primer
tipus de esferoplasts sb6obt® al diluir 1 a me
400 ml de | 6anterior diluci- i sb6bafegeixen 10

d 6 a B, peubant -se a 30 °C per ser, finalment, centrifugat 10 minuts a 4

°Ci37000 g, separant -se els esferoplasts de la fracci6 periplasmatica. El

segon tipus dboesferoplasts sb6obt® al barrejar
cel-lular amb 200 ml de Tris  -HCI 200 mM, pH 7,3, sacarosa 0,5 mM EDTA

i 0,5 mM contenint 50 mg de lisozim. També es realitza un xoc osmotic al

afegir 200 ml d &lkoitogdd minuts a BOrPE€. wabcantrifugacio

final es realitza amb | es mateixes candici on:
Ferguson , 1980).

El segon m tode sbébutilitza per a estudiar | ¢
Pseudomonas putida , perd modificant el protocol, ja que allarguen la
i ncubaci - amb I|lisozim de 40 minuts a 2 hore

ultrasons amb els esfero plasts per a, després, amb la centrifugacio,
separar el citosol de la membrana. Aixi, obtenen tres fraccions per a

estudiar | dactivitat nitrat reductasa: | a per
citoplasm’ tica. Com | 6activitat nienh taat reduc
fracci - periplasm™tica, significa que el m t
actiu (Carter et al., 1995).

Un assaig en una bacteri del mateix génere que P. stutzeri , Pseudomonas

aeruginosa, ens mostratambé diferents maneres de obtindre les proteines

del periplasma.

En primer | loc, wutilitzen un xoc osm,tic. Par
de |l a centrifugaci - déun |l itre de cultiu bact
de tampd Tris -HCI a pH neutr e i un 20% de sacarosa i 1 mM de PMSF.

Despr®s dbébuna incubaci - de 30 minuts, |l es ¢

11000 g, durant 10 minuts i a 4 °C. Es torna a suspendre en 30 ml de
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MgCl, 0, 5 mM a baixa temperatura i sbéagita d bil
un ban y de gel. Finalment es torna a centrifugar a 30000 g durant 15

minuts a 4 °C, recol-lectant el sobrenedant que és on es troben les

proteines periplasmatiques (Imperi et al., 2009).

E I altres dos m todes que wutilitzen implique
per, en un cas soO6utilitza |isozim i..Blacarosa
el primer cas, resuspenen el sediment cel-lular amb 30 ml de Tris -HCI 30

mM de nou, pero aquesta vegada amb un pH 8, 20% de sacarosa, EDTA

4 mM, 0,5 mg/ml de lisozim i PMSF 1 mM. L a suspensio és incubada durant

60 minuts a 30 AC en un bany ddéaigua amb una
10 mM MgCI ». La suspensié es centrifuga a 11000 g durant 15 minuts a 4

°C. Com el cas anterior, les proteines del periplasma es troben en el

sobrenedant ( Imperi et al., 2009).

En el cas final, el sediment es resuspén en 30 ml de Tris -HCI 10 mM, pH
8,4, MgCl > 200 mM, 0,5 mg/ml de lisozim i 1 mM de PMSF, incubant -se
30 minuts a temperatura ambient i amb una lleugera agitacié. Finalment,

la suspensi6 es centr ifugaa 11000 g durant 15 minutsi4 °C, rescatant el
sobrenedant (Imperi et al., 2009).

També en P. aeruginosa és interessant seguir estudiant el xoc osmotic,

abans esmenat. 1 g de cél-lules es suspen en 40 ml de Tris -HCI 0,033 M

apH7.1ies barreja amb 40 ml de sacarosa al 40%. Després de 30

minuts, es centrifuga i es suspéen rapidament amb 50 ml de MgCl 2 0,5 mM

en un bany gelat (Jens i Fricke, 1997). Es interessant constatar que en

aguest experiment decideixen eliminar del procediment origina | (Nossal i

Heppel 1966) a | 6agent quelant EDTA perqu  c.
génere Pseudomones massa sensibles a ell. En experiments previs,

sbobserva com |l a concentraci - dOEDTA pot af
membrana, produint també un descens en |l 6activitat del s enzi ms
a ella (Matsushita et al., 1978).

Per altra banda, en el treball de Jens i Fr
alternatives m®s enl |l ™ dels esferoplasts i el
de cloroform. En el protocol original ( Ames et al ., 1984) , sbext
bacteris mitjancant una centrifugacié6 de 2 ml de cultiu bacteria. El

sediment es resuspés amb 20 pl de CHCI 3 iincubat a temperatura ambient

durant 15 minuts, afegint, després, 0,2 ml de Tris -HCI 0,01 M a pH 8.

Finalment es centrifuga 20 minuts a 6000 g, separant el sobrenedant on

es troben les proteines. No obstant aix0, aquest protocol es desconsidera

pel dany que pot causar tant a les cél-lules com a les proteines. També

proven tractaments amb MgCI 2 | 6ant i bixpd ipeo tadnpdci m
sbobtenen resultats tan desitjables com en ¢
Fricke, 1997).

En el cas de Pseudomonas stutzeri I 6an” I i si del peripl asma
estudiar una reductasa do6é,xid nitr-s, partint
formaci - dbéesferoplasts (K°rner i Mayer, 1991).
ja que | 6operaci- es realitza tota a 4 AC. El

amb 0,25 ml de Tris -HCI 200 mM a pH 8. A aquesta susHpe
també 0,25 ml de Tris -HCI 200 mM pH 8, amb 1 M de sacarosa i 25 pl

d6EDTA 100 mM a pH 7, 6, am®s de 0,5 ml doéai g
mg / ml de | isozim. Despr®s de 20 minuts dobi nc
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MgCl, 500 mM i centrifuguen 10 min a 100000 rpm. En aquest cas, una
vegada extret el so brenedant amb el periplasma, el precipiten amb acid
tricloroacetic (Pages et al., 1984).

Una vegada s6ébha obtingut |l a fracci- periplasm
de | a resta de protepnes. Lébextracte peripl
columna de DEAE -Sepharo se CL-6B de 50 x 5 cm, previament equilibrada
amb 20 mM de Tris -HCl a pH 8i20% de glicerol. La columna es llava amb

un volum equivalent al volum de tampdé de la columna per a equilibrar -la,
i soaplica un gradient de 0 a 50r@ductash de NaCl
so6elueix a 150 mM i es precipita amb wuna sat
60%. Aquest precipitat es resuspen en 10 ml de MOPS -NaOH 20 mM a pH
7, NaCl 1 M, 20% de glicerol i 0, 25 mM dobi n
columna déafinitat pienmobditzanDebpréadabarrégar( | |
se |la col umna, es |l ava amb el t amp - i sout il

mM dobéi mi dazol es,e olbbtaecntiinvti t at ni trat reduct as
fraccions que contenien activitat nitrat redu
mitjan-ant ultrafiltraci-. Finalment, soaplic
per mig de HPLC a 24 °C amb una columna TSKG 300 SW. El tampé per

a la cromatografia s MOPS  -NaOH 20 mM a pH7, NaCl 0,5 M, fluinta 3 ml

per minut (Berks et al., 1994).

En altres exemples més recents i més rapids, la fraccid periplasmatica es
carregaaunacolumnade DEAE  -cel-lulosa equilibrada amb 10 mM de Tris -

HCl a pH 8, sentllavada amb KCI 30 mM i Tris -HCI 10 mM, pH 8, i utilitzant

un gradient de KCI de 30 a 80 mM per a eluir les proteines. En aquest cas,

per a eluir |l a subunitat catal2tica o NapA, e
columna de butil -Sepharose equilibrada amb Tris  -HCI10 mM, pH 8, NaCl

3 M i 2% de glicerol. Per a | 6eluci - soutilit
aconseguint -se | a subunitat al final. Per acabar,

amb una columna de Superdex  -200 equilibrada amb Tris  -HCI 10 mM, pH
8, NaCl 100 mM i 2% de glicerol utilitzant filtracié en gel (Jepson et al.,
2007).

4.3. Estabilitzacié

Totiquedes pr ®s dobébhaver purificat ja obtinguem | &¢
repte comen-a a partir dbéaquest punt. EIls enz
en el seu ambient natural i, per tant, la seua estructura i, en conseqiéncia,

la seua activitat, poden no mantindre i ntactes indefinidament. Es a dir, els

enzi ms sdbenfronten a | es agressions de | 6
desnaturalitzacions. Per exemple, un dels principals problemes als qual

sdenfronten els enzims solubles ®s al contact
extremad ament sensibles a | 6oxidaci - [ aguesta p
|l a seua estructura terci“ria i causar una r "p
Evans, 1964). Per aix0, és molt important obtindre un bon protocol per a

estabilitzar els enzims i conservar -los inta ctes per a realitzar la bioneteja

alla on siga necessari. Aquest problema existeix, de fet, al llarg de tot el

proc®s dbéextracci - i puri ficaci -, encara que

prestar una especi al atenci - a | pmotopotebt ecci - d

més curt millor.
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Lébestabilitzaci - es pot dividir en dos tipus
que es centra en evitar |l a desnaturalitzaci
llarg termini, que es focalitza en la resisténcia a la inactivacié irrev ersible

(lyer i Ananthanarayan, 2008).

Hi ha moltes condicions que sb6bhan de tindre
| 6estabilitzaci - com poden ser |l a temperatu
pres ncia dobéagent inhibidor o |l a resist ncia
Perai x , , tamb® existeixen diferents tipus dobe:c
| 6estabilitzaci- es pot buscar abans de | a pu
genética per a que, modificant bacteris mesofils que produeixen enzims

més estables, es puguen aconseguir en Zi ms doéextrem, fils amb
rendi ment . Per altra banda, débuna manera m®:s
| 6estabilitzaci- mitjan-ant |l a immobilitzaci
estabilitzadors (lyer i Ananthanarayan, 2008).

La immobilitzacié és una de les estra tégies més utilitzades i millor

val orades per a | destabilitat del enzi ms. Aqgl
mi croambi ent protector que aplla 1 6enzim de
mitjangant la unié un suport solid (lyer i Ananthanarayan, 2008). A més

amés,aguest tipus dboestabilitzaci- ®s molt inte
ja que, per a aplicar el bacter:i o I'denzim so
®s necessita ddébun suport gue permeta el cont

| 6agent actiu.

Hi ha di f er e nnokilitzacié (Figwa 10) fperardestaguen sobretot

l a creaci - déi nteraccions sobre el suport c
| 6adsorci - f2sica o electroest”"tica, |l 6encap
me mbr ana, atrapar | 6enzim dins dongamtda matr i u |
formaci - ddédenll a-o0os covalents creuats (Sirish
trobem amb diferents tipus doéuni - de I denzi m
fins a interaccions débils superficials. Com avantatge, la immobilitzaci6 no

s ol afectamcdaulr@dede | 6enzim i aguest roman me¢
de la desnaturalitzacio, pero al tractar -se dobébun espai l i mitat, e

trobar amb pérdues de massa total i, si el suport sofreix de qualsevol
problema, es poden produir fag20l€)s ddenzims (Z

Semipermeable membrane

= A \ / cross-links
Encapsul Cross-linking

| Enzyme immobilization |
Adsorption / l \ Covalent bonding
2 ‘ ooy
Entrapment . / Enzyme
Enzyme 5
| Y ER) Peam] Fres
£ + Enzyme
% Enzyme §.
Enzyme
Enz o Enzyme
Figura 10. Diferents m todes doi migduishadtal.f20l®)ci - enzi m’'ti c
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La immobilitzacio de nitrat reductases actives és possible i hi ha diferents

exemples en la bibliografia. Podem considerar per un banda

| 6encapsul ament de Nap -dela Aquest pracasa €s e n s ol
relativament senzill i sols necessita de dos passos. En p rimer lloc, el silica

sol de catalitzacio acida es tracta mitjangant sonicacié en un bany gelat

de tetrametilortosilicat (0,92 ml), aigua desionitzada (0,54 ml) i HCI (0,05

mol | -1, 12,5 pl) durant 30 minuts. Aquest precursor del silica -sol es

barreja a pa rts igual amb la soluci6 formada pel tamp6 fosfat (25 mmol 1

a pH 7) i l a Nap purificada. Aquesta soluci
cubeta orientada horitzontalment i amb barreres de Parafilm per a crear

gels de 15 x 10 x 1 mm. El sol -gel tarda uns 10  minuts en solidificar  -se.

Una vegada format, el gel es pot emmagatzemar a 4 °C en un bany de

tampé fosfat (50 mmol | 1 a pH 7,6). El emmagatzematge pot durar fins

una setmana, pero renovant el tampo el dia 4, ja que el sol -gel no pot

resistir en un ambien t sec. El resultat és un gel format per xicotetes

encapsul acions de | 6enzim (Aylott et al ., 199

Per altra banda, també hi ha diferents formes de construir matrius que

atrapen | a nitrat reductasa activa. Per exemp
doar gid arapala nitrat reductasa. Per a formar -la, es crea una

suspensio aquosa de 22 ul que conté 1 mg/ml de laponita, 6 pl/ml de
glutaraldehi d i |l 6enzim sobre una superf2cie
seca al buit per a crear la matriu i es submergeix enTris0,1MapH?7,5

i en agitaci - durant 20 minuts per a eliminar
et al ., 2008) . Altre exempl e, busca | a for ma
reduct ases: 0,2 mg de | 6enzim es barregen en
75amb1133mgd e nitrat, 375 mg dbéacridmatiki-da i 20
bis(acrilamida) i es fa polimeritzar per a formar una matriu tridimensional

de poliacrilamida. La nitrat reductasa atrapada en aguesta matriu manté

un 55% de la seua activitat nativa (Willner et al., 199 0).

Els additius s6han convertit tamb® en una forr
estable | 6activitat del s enzi ms. No obstant
afectar a la formaobBinplerddamnitl i tsdehra de ti nd
quins tipus es poden utilitza r segons | denzim i segons | a se
Els additius que es poden wutilitzar per a | 6e
ti pus. Per exempl e, es pot wutilitzar | 6addic
mantinguen a | 6enzim actiu. &daesdesNAD “substrat:

NADH, fins al lactat, la glucosa o la lactosa, entre altres. També es poden

utilitzar diferents sals per a estabilitzar enzims. Tanmateix, aquesta

estabilitzacioé pot arribar a ser molt especifica i és molt dificil arribar a fer

unprotocol com¥%. En general, depenen de | 6enzim i
poden utilitzar additius molts variats com sucres, glicerol o polimers entre

altres (lyer i Ananthanarayan, 2008).

A m®s a m®s, | es possibilitats de | 6estabili
perqu e les diferents técniques no son excloents. Mitjangant la combinacié

de diferents m todes es pot arribar a aconseg
perdure bastant en el temps. Per exemple, en laimmobilitzacié mitjancant

encapsulament, es poden utilitzar add itius com osmolits per a aconseguir

una bona estabilitat termica de les proteines (Brennan et al., 2002).
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4.4. Caracteritzacio

De forma complementaria a | 6estabilitzaci -,
caracteritzacié. Per una banda, la del bacteri per a sabe r qguan es pot
obtindre el m°xim déexpressi - del s enzi ms i,

si, per poder controlar la seua activitat i el rendiment.

441. Caracteritzaci - de | dactivitat desn
Pseudomonas stutzeri

Es important coneixer les condicions a les quals el bacteri té els nivells
déactivitat desnitrificant m®s alts per poder

déenzim purificat possi bl e. En el cas de | a
exemple, concentracions per davall de 2 mg per litre de nitr ats i déoxigen
donen com a resultat majors nivells de nitrat reductasa (Blimle i Zumft,

1991).

Els principals factors que afecten a | d6activi
s-n |l a temperatur a, l a quantitat déoxigen di
(Huang e t al.,, 2015). Tot i que P. stutzeri té una alta gama de

temperatures a les quals pot créixer, des dels 4 fins al 45 °C, perd limitat

a certs ceps, (Lalucat et al., 2006), la veritat és que els enzims
desnitrificants de molts ceps pareixen sensibles ala te mperatura (Zhao et
al., 2018). En general, el bacteri mostra la millor activitat desnitrificant al

voltant dels 30 °C (Huang et al., 2015); no obstant aix0, el major consum

de nitrats es pot produir en un espectre de temperatures entre els 30 i els

40 °C. Per altra banda, ambdues activitats es redueixen notablement sota

els 20 °C i, en general, el consum total de nitrats, també cau ja al voltant

dels 40 °C (Zhao et al., 2018).

El rang de pH pot ser molt ampli segons el cep. Per exemple, en el cas del
cep A SM-2-3, el bacteri pot créixer entre pH 6 i 12, podent eliminar el

nitrat present en qualsevol valor del pH (Kariminiaae -Hamedaani et al.,
2003) o altres ceps que poden fer el mateix entre 6 i 9 (Rezaee et al.,
2010). Per altra banda, en el cas del cep ZF3 1, el rang optim de pH es

situa entre 7 1 9, sent 8,23 el que millors resultats dona en combinacio
amb altres caracteristiques com la temperatura i la relacié C/N (Huang et

al ., 2015). En s2, es pot apreciar gque | 6efec
dels ceps.

En general, una relaci6 baixa de C/N (al voltant de 5) comporta que

|l 6activitat desnitrificant [ el consum de ni
guan més alta siga aquesta relacioé millor, tot i que, depenent del cep, amb

una relaci- d®aerntirve t@ti jla0 ®RIs r el ati vament pr
et al., 2015; Zhao et al., 2018).

Final ment, l a quantitat déoxigen dissolt de
est "tics 1, per tant, a menor concentraci - do
reductasa és relat ivament baixa. A mesura que augmenta la concentracio

déboxigen, tamb® augmenta el consum de nitrat:
dissolt més activitat desnitrificant. No obstant aix0, pareix que també hi

ha un | 2mit de concentraci - gtivitat. Aguedta ar ri bar
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inhibicié també depén del cep (Huang et al., 2015; Zhao et al., 2018). En

aguest sentit tamb® ®s iinteressant saber que
est”™ moltes vegades condicionada per | destat
torn esta condicio nat pels requeriments energétics (Tamegai et al., 2007).

4.42. Caracteritzacio dels enzims

Quan es comprenen les condicions que afecten a la desnaturalitzacié i a

la p rdua dobdéactivitat doéun enzi m, es poden
processos de desactivacio. Es  a dir, és molt important conéixer en quines

condicions un enzim t® els seus m'xims nivel/l
es produei xen | es baixades dbébaquesta o | a seu
poder estabilitzar [ extraure zanl (lyemi |l | or rer
Ananthanarayan, 2008).

Per a assajar |l 6activitat nitrat reduct asa
donadors doelectrons com poden s éAmy NADH, NA
Garrett, 1980). Tambeé es pot utilitzar el viologen de metil (Blumle i Zumft,

1991; Elli ngton et al., 2003) o blau de metilé entre altres (Borcherding et

al., 2000). Es destacable que, a sovint, ambdos enzims no poden utilitzar

algun dels donadors. En el cas del viologen de metil, si que hi ha activitat

per part dels dos, pero en el cas de la NADH, hi ha vegades que no (Bedzyk

et al., 1999).

El s assajos per a estwudiar | b6activitat de | e:
similars i les diferéencies es basen sobretot en el tipus de donador
doelectrons. Un del s m®s wutil ihmmadifrsnts®s el vi o
exempl es. En un dobéell s, es preparen diferent s
a 0,8 U/ml, i 20 Ol es barregen amb 160 Ol ta
fosfat de potassi 0,05 M a pH 7,5, 1,48 mM de viologen de metil i 30 mM

de nitr at uilgzasna sbliucié denitrat estandard de 0 a 10,9 mM

per a calibrar. Per a iniciar el test sb6afege
mM. Despr ®s de 4 minuts doéincubaci - a | a temp
la reacci6 es dilueixen en 80 pl per airejar -la i després, realitzar la prova

amb el reactiu de Griess. Després de 10 minuts a temperatura ambient,

es mesura el resultant fotom tricament amb u
nm (Borcherding et al., 2000). El cas del viologen de metil com a donador

t amb ® s aabeam altdes experiments i els assajos s6n molt similar, amb

variacions minimes (Blimle i Zumft., 1991).

En quan al NADH com a donador doébel ectrons, | a
mM de KNO 3, 0,056 M de HEPES a pH 7, 0,5 mM de NADH en tamp¢ fosfat

0,04MapH 7, 2 i | 6enzim per a fer 1,5 ml . La r
sbafegei x el NADH i sd6incuba durant 15 mi n
interrompuda amb HCI i NED. Els resultats es mesuren fotométricament a

340 nm, gque correspon amb |l a | ongADHuld dbdona o

seua forma oxidada NAD * (Nakagawa et al., 1984).
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4421. Caracteritzaci6 de Nar

El rang de temperatura de | 6enzim ®s prou a
activitat des dels 4 °C fins als 76 °C, sent aquest Ultima la temperatura,
a partir de | a g eomdnca la @patin ddsnaturajitzacions

(Borcherding et al., 2000).

La constant de Michaelis (K m) de Nar sol estar molt condicionada pel tipus
de reductor que utilitza cada bacteri (Hochstein i Tomlison, 1988). En el
cas de la Nar de P. stutzeri aquesta K y es situa en 3,8 mM quan es

solubilitza per calor i soutilitza com a don
metil. A més a més, es produeix inhibicié6 competitiva per azida i cianur

(Bl ¢mle i Zumft, 1991). Altres compostos que
nitrat r eductasa son el tiocianat i el tolue - 3,4 -ditiol (Hochstein i Tomlison,

1988).

En el cas de | 6enzim parcial for mat per | es
activitat, mol t super i obscheaichiatoti roeParachcaus com | a

denitrificans . Aquesta activitat es va registrar a temperatura ambient i a
un pH de 7,5. També, mostra activitat en el rang de pH entre 6 i 9 i
sobretot a 7,5 i 8. El valor de K m registrat es de 3,2 mM, més baix que

|l 6enzim compl et i per tant ,usdbdttamEnquastj or af i ni
als inhibidors, pot resistit al clorat de sodi fins als 100 mM i, tot i ser

i nhi bida per | 6azida de sodi, a altes concent |
ja que es tracta dbébuna inhibici- competitiva
general , el pH optim de la Nar es troba al voltant de 7,5 i 8 (Borcherding

et al., 2000).

Léefecte doéoal tres addi tius tamb® ha sigut
presencia de clorat pot augmentar aquesta activitat des de 27,8 + 0,8

U/ml fins 29,8 + 1,1 U/ml amb 11 mM de cl or at . Per al tra bar
provat que la concentracié de sal no té un efecte directe sobre la seua
activitat, al menys des dél1l fins a 1000 mM de

com la seroalbumina bovina (BSA) també poden afectar, perd els seus
efectes s6n minims i no tenen correlacidé, tot i que la seua presencia pot
reduir el risc de degradaci6 per proteases (Borcherding et al., 2000).

4.4.22. Caracteritzaci6 de Nap

En general, al ser enzims relativament similars, Nap i Nar comparteixen

moltes caracterist i ques, com per exemple | 6destabilitat
déun pH entre 7 i 8. No obstant aix,, tamb®
com que | a Nap ®s insensible a concentracion
gue ho és (Berks et al., 1994; Steenhoudt et al., 2001).
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4.5. Aplicacié dels enzims

LoY%l tim pas ®s, per tant , | 6aplicaci - direc
danyada de | a pintura. Aquest pas ®s molt | mpc
débuna manera o una altra pot influir en | bact
més, aquest punt enllaca direct ament amb | 6apartat de | 6est a
gue els additius o el tipus de suport utilitzats poden condicionar el metode

final déaplicaci . Per altra banda, no ®s sol
molt important controlar les condicions i el temps. L 6 ecxisid bioneteja

pot durar entre unes poques hores fins a mesos , O obstant aix0, el temps

doexposici - al gual pot estar sotm s |l a pint

minuts i unes poques hores (Bosch -Roig et al., 2019), i no tindre controlat

aquest parametre  pot afectar a la pintura per mantindre el contacte amb

el mur al durant massa temps 0O ser una nheteja
massa rapidament.

Léaplicaci - es pot fer de diverses maneres i
(Figura 11). Es poden utilitzar p inzells o cotd per a subministrar el cultiu

bacteri”™ directament sobre els desperfectes.
pot utilitzar un suport per a mantindre el cultiu bacteria com pot ser el

agar-agar , | 6agar os a, un carbogel, ulmdtiu capa de
0 sepiolita entre altres (Alfano et al., 2011; Bosch -Roig et al., 2019;

Ranalli et al., 2000; Bosch -Roig et al., 2013). Per a mantindre la reacci6

estable, es poden utilitzar instruments per a establir una temperatura

continua com pers dadamplld,um &d® cal or per infr
Roig et al., 2019).

Al B | = c| e
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z Rls z Rl: z RG
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. 3 ©)
: ) :
- Mortar and
Sepiolite Carbogel/Arbocel Alginate beads
o] - €] ad =
=9 -
2 K -
4 B
= - [eeeeevocenonn]
® Artwork ]
T T
Hydrobiogel-97 Cotton wool Agar
Figura 11. Diversos procedi ments dobapl i (Basch-Roigsobre | a r
et al., 2015).
En | 6aplicaci - de | 6enzim pur directament so

han demostrat que el rendi ment m®s alt sb6baconseguei x a
ja que els pels que la conformen permeten crear una mena de pressio
mecanica suau i repetitiva que ajuda a augmentar el rendiment. Aquesta
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comparacio es va fer sobre altres dos métodes que no requereixen de
pressid repetitiva com son el hisop i els discs de paper. A més a mes,
aguestes proves es van fer sobre una superficie ja netejada amb cultiu de

bacteris complets i amb aparells que intentaven mantindre una

temperatura optima de 38 °C. També és important re calcar que en aquest

cas es buscava eliminar material organic i es treballava amb proteases i

col Ll agenases (Ranal li et al ., 2005) . Léestr
submergir el materi al a tractar en una sol uc
concentracions de compostos i additius (Valentini et al., 2010). No obstant

ai x,, en agquest cas es tracta dodébuna pr " ctica

suposa submergir directament una pintura en un liquid.

Tot i que | daplicaci- mitjan-antlaulltzacilbr ot xa pa
doéun suport no soOha de descartar. Per exempl e

de coté banyada amb la solucié permet una aplicacié senzilla i on els
parametres son relativament senzills de controlar; a més a més, és un
material molt economic (Ra  nalli et al., 2005). No obstant aixo, cal recalcar

gue el cotd aplicat de forma vertical pot causar danys ( Bosch-Roig et al.,

2013). Lbéagar tamb® ®s wuna opci- a tindre en
gue ja so6bha wutil it zBosch-Roipetalp 2013)ddmésat (

me®s , al ser un materi al mol t Yat i | en | 6estab

combinar ambdés procediments (Zucca et al., 2016).

Final ment, guan sbdéaplica | 6enzi m, tamb® so6ha
retirada. Léaplicamdi-cieeansodo6éHwemi teamt coque a |
poden causar danys com el despreniment de la pintura. En eixe sentit,
tamb® s6bhan de controlar certes t c¢cnigues que
rapid, el que pot afectar negativament a la pintura de manera directa o

indi rect a, ja que |l a bioneteja no sobéacompl ei x
2005) . Per acabar, tamb® sbdébha de realitzar
material, ja que si queden restes organiques sobre la pintura, es poden

crear ambients proliferatius de microorganis mes nocius o produir dany

estétic directament. En aquest sentit, es poden utilitzar solucions de

neteja amb aigua destilllada o de tamp- de ¢ca
déaplicar amb molta cur a, realitzant passades
suau,iintentan t wuti litzar | a m2nima quantitat dobéai

eliminar pintura del mural (Ranalli et al., 2005; Valentini et al., 2010).
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5. Resultats

5.1. Recuperacio del bacteri

Del 4 ceps sembrat, els ceps A6166, P30 i 46326 no van mostrar signes
de creixements despr®s de 6 dies dobébincubaci

descartar per a | 6experiment. Per altra banda
del cep van créixer perfectament en les 3 plaques, per tant, es decideix

seguir | destudi amb ell s.

5.2. Tires API

Es van realitzar dos identificacions mitjancant tira API, una per cada cultiu

del cep 5190. En ambdds casos, la lectura a les 24 hores no era concloent
(Figura 12) i, per tant, es va realitzar una segona lectura a les 48 hores
(Figura 13). En aquest cas, el resultats mostraven un 99,9% de
coincidencia amb  Pseudomonas stutzeri

No obstant aix0, al realitzar -se les proves de desnitrificacié en els medis

MD i CN sembrats amb les coloni  es de les plaques fetes a partir del
bacteris de la tira API, els resultat no van ser del tot clars. Per tant, els
procediment es va repetir, aconseguint en aguest cas resultat positius en

les probes de desnitrificacié i confirmat al cep (Figura 14) com a candidat
per als experiments seglents.

Figura 13. Tira API del cep 5190 després de 48 hores.
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Figura 14. Full de control que mostra les diferéncies entre les 24 i les 48 hores.

El si gn e ogdcdidmla provarMAN (fermentacié/oxidacié de mannitol) no aporta res
significatiu, jaoguel sigaubh t atPsesddrgonas stutzers eamb una
diferéncia del 0,5 %: 99,9% i 99,4% respectivament.

5.3. Resultats de les proves desnitrificants

La primera comprovacio es va fer directament sobre els tubs del medi CN
sembrats a partir de colonies de les plaques de recuperacid. Després de 3

dies doéincubaci - a 30 AC es va mostrar

la campana Durham invertida. No obst ant aixo, toti que si que hi haindicis
de consum de nitrats, la bombolla era massa xicoteta.

El seguent pas va ser realitzar el test de nitrats i de nitrits. En ambdos

medis es realitza un control amb tubs sense sembrar que ha de ser positiu

per als nit rats i negatiu per als nitrits. Es realitzaren tres proves: nitrats,

nitrits de 2 -80 mg i nitrits de 0,1 a 3 grams. En el medi MD totes les

proves resultaren negatives, per tant, el bacteri va consumir tant els

nitrats com els nitrits. El medi CN, com es t racta doéun medi
de nitrats, la tira de nitrats va seguir sent positiva, pero les tires de nitrits

també mostraren que havia augmentat la quantitat de nitrits. No obstant

aix0, com els resultats no van ser massa bonsii els resultats de les colo nies
de la tira API tampoc, es va decidir fer una repeticio.

A la segon ronda els resultats del medi MD van ser els mateixos que en

| 6anterior per, els resultats del me d i

(Figura 15). Finalment, es va realitzar una prova amb el reactiu de Griess.

| 6apal

mol t [

CN mo ¢

En el me di MD no hi ha reacci - perqu el s

consumit totalment. Per altra banda, el medi CN mostra quasi
immediatament una coloracié rogenca per la preséncia de nitrits (Figura
16), tant de les plaques d e recuperacié com de les plaques fetes a partir
de la segona tira API.
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Figura 15. Resultats dels tests de nitrats i nitrits. En cada placa es troben 4 tires. La

tira 1 és el control que mostra, en el quadrat de baix, la preséncia de nitrats i en el de d alt

la de nitrits. El color morat indica que és positiu i la intensitat la concentraci6. Com

sbobserva, Il a quantitat de nitrats ®s major en el medi
prova de nitrats, la 3 la de nitrits de 0,1 -3 gila4lade nitrits de 2 -80 mg. En el medi MD

totes s-n negatives perqu soO6bha consumit tant el nitra
mostra que encara hi ha molt de nitrat, perd la coloracié lleugerament morada de les

proves de nitrits, revela que s6ha consumit una part.

Figur a 16. Resultats de la prova del reactiu de Griess. A | desquerra est’”™ el tu
medi MD i a la dreta el de CN, ambdos sembrats amb les colonies utilitzades per a fer la
segona tanda de la tira API. En el medi MD no hi ha reaccié mentre que en el CN si, ja que

hi ha molts nitrits resultants de la consumicié de nitrats.

Amb aquestes proves es demostra que el cep 5190 consumeix
adequadament els nitrats i és adequat per a continuar els experiments.
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6. Discussio i perspectives de futur

Donada | a situaci - déexcepci -, |l a major part
s 6 ha p o gtzar com esadnin previst. Per aquest motiu, aquest punt

anir” dedicat no sols a | o6an”1isi de | es dad
comprensio i sintesi dels diferents procediments experimentals que han

fet altres autors per a poder, amb una base ferma, dis senyar un protocol

propi adaptat a les nostres necessitats.

En primer Il oc, entrant a valorar | es dades ¢
que Pseudomonas stutzeri  és un dels millors desnitrificadors que hi ha i

que té moltes utilitats en bioneteja, com han demostrat els diferents

autors consultats. Per altra banda, el cas del cep 5190 no queda sols

demostrat pel fet de que sbhaja wutilitzat p ¢
| 6Esgl ®si a dels Sants Joans; tamb® perqu | e
laboratori aixi ho  han demostrat. Per altra banda, els tests de les tires de

nitrats i nitrits també ha permés veure que en ambients saturats de nitrats

com és el CN, el bacteri té¢ menys rendiment tant en el consum de nitrats

com en el de nitrits que en altres on la concentr acio és meés baixa, com el

MD. Aquesta observaci- es confirma amb estudi
Zumft, 1991).

En | 6estudi de |l a purificaci - del s enzi ms, t
sbha realitzat de forma separada pieara a cadasc

un procediments unificat. Aix0, no és impossible; de fet és relativament
senzill, jaque altractar -se dobéenzims que es situen en dos
de la cel-lula, mitjancant fraccionament subcel-lular, es pot aconseguir.

Enprimerlloc,ambmot i u déaconseguir |l a fracci- peripl
descartar directament els metodes que fan servir cloroform i polimixina,

ja que, tot i que si que permeten fraccionar el periplasma, aquests

meétodes tan agressius solen fer malbé la membrana plasmatica, ¢ reant

fissures o una disrupcié cel-lular directament (Jensch i Fricke, 1996) . Per

tant, no interessen per dos motius: la contaminacié del periplasma amb

material del citoplasma i, el més important, la destruccié de la fraccié

membranosa on es troba la Nar . També pareix recomanable eliminar els

protocols que inclouen EDTA, ja que poden afectar a la integritat de les

membranes i les seues proteines associades dels bacteris del génere

Pseudomonas (Matsushita et al., 1978). No obstant aix0, protocols més

actual s, mostren gue |l 6EDTA a bai xes concentr
provocar problemes (Alefounder i Ferguson 1980; Carter et al., 1995).

Per altra banda, el métode que més pareix utilitzar -se és la formacio
déesferopl ast s, ja que per met lasestpaerlar el per
cel-lula, mantenint una bona integritat. No obstant aix0, aquest métode

té diferents protocols, que tot i ser molt similars, presenten xicotetes

diferencies que poden marcar el resultat final. De tots els estudiats, hi ha

unametodequeesr epetei x varies vegades amb prou do

formaci - dbébesferoplasts mitjan-ant | 6 vas de |
banda, en el treball doAl efounder i Ferguson
gue utilitzen son exitosos, pero destaca sobretot el segon, e | que també

utilitza EDTA. Aquest ultim és, el que més tard, utilitza el grup de Carter
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(1995) amb unes poques modificacions. Aquest estudi és de molta utilitat
perqué es realitza un fraccionament total del bacteri: periplasma,

membranes i citoplasma. Tot [ gue indica que | a p rdua dbé6:
reductasa en comparaci- a ¢ |l Llula completa p
a un 61% en cada fracci-, tamb® observa que d
80% correspon al periplasma, el que pareix mostrar que el proto col no fa

excessivament ma | a | a Nap. Per altra banda
dél mperi (2007) on comparen 3 m todes de fr ac:«

xoc osmotic, esferoplasts per lisozim i sacarosa i esferoplasts per lisozim

i MgCl 2. En aquest cas, també € s el protocol amb lisozim i sacarosa el que

destaca perqué permet obtindre un periplasma amb més proteines actives

[ amb m®s quantitat dobébaquestes. Cal afegir qt
aqguest procedi ment . Final ment, | 6estudi de F
descriu un métode similar.

Per a | 6obtenci- de |l a fracci- membranosa es
dels métodes dels grups de Hettmann (2002) i Carter (1995). Es a dir, els

esferoplasts es poden tractar amb ultrasons per a eliminar, seguidament,

mitjanga ntfiltres, la fraccié del citoplasma. Un dltim pas seria la realitzacio

doéul trafiltracions per a obtindre | a fracci
Abans de passar a la purificaci6 en si, és molt interessant valorar

seriosament | a purificaci- coapdommastrao parci al
Hett mann et al . (2002) , | 6enzim pot mantindr €
l es subunitats Ua, prescindint de |l a A. Ar a
afectada. Dels dos metodes que mostra per a la purificacié parcial de

| 6enzi m, el mmda mtd® uUn s»0% de | dactivitat ni tr
comparaci- a | denzim complet, mentre que el m
70 %. No obstant ai x,, | 6 enmajor (8s adar,meroret t ® una
afinitat) i necessita, per tant, molt més temps per a realitzar | a reaccio

que | a subunitat ua. A m®s a me®s , | 6enzi m
concentracions de nitrats m®s baixes. A- s 0
subunitat A, els donadors doékadlaprimeoels necessi

que requereix doéung Per atmdbandapld deualalbsencia
permet que aquests donadors arriben més rapidament al centre catalitic,

accelerant el proc®s. Per tant, tot i que hi F
parcial pareix molt més aplicable que el complet. A més a més, el m etode

Il permetria unificar els protocols de purificacid de Nar i Nap (Hettmann

et al., 2002).

Per tant, el protocol de purificaci6 comencaria amb la formacié dels
esferoplasts i | 6obtenci - de Il a fracci - pericr
guasitots els pr otocols sén similars i que el de Carter et al. (1995) es basa

en I 6an” I i si de | 6activitat ni trat reduct a

Pseudomonas , pareix aquest Ultim el protocol més adequat.

Abans de realitzar aquesta purificaci6, és important realitzar una
caracteritzacié del cep. Amb aquesta, es podra fer la purificaci6 amb el

cultiu on es donen |l es millors condicions per
No obstant aix0, és important tindre en compte que al tractar -se de dos

enzims, eixes condicions no tenen perqu beneficiar a | 6expr es
enzims per igual i, per tant, que els nivells de purificaci6 poden ser

desigual s. Com aquesta prova no sob6bha pogut r
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encaro no ho podem saber. Per altra banda, amb els treballs previs si qu e

podem fer una aproximacio de les millors condicions: un pH entre 7 i 9

pareix ser la constant entre diferents ceps, una temperatura al voltant

dels 30 °C i una C/N per damunt de 6 i per davall de 10. En quan a la
concentraci - d6oxi ge messdnt sstudiar la concentraciv a i nt e
limitant del cep 5190.

Seguint amb la purificaci6, les cél-lules sembrades en el cultiu liquid es

centrifuguen durant 20 minuts a 5000 gi sbutilitza un tamp- fc
Tris-HCI 10 mM i NaCl 150 mM a pH 7,3, tot a 4 °C. El sediment es

resuspén amb 5 ml de 0,5 M de sacarosa i Tris -HCI 10 mM a pH 7,3. La

suspensio es barreja amb 200 ml de Tris -HCI 200 mM pH 7,3, 0,5 mM de

sacarosa i 0,5 mM de dOEDTA i 50 mg de 1|lisoz
200 ml déai gua i % 80 °G. Seghidgament, ds cealizasuna

centrifugacié a 37000 g a 4 °C durant 10 minuts. En el sobrenedat es

troben les proteines del periplasma, i en el sediment els esferoplasts.

Aquests esferoplasts es tracten mitjancant ultrasons i ultracentrifugacio

per a separar les membranes del citoplasma. En aquest punt, la fraccio

membranosa i la fraccid periplasmatica ja estan separades de la cél-lula

completa. Per a la purificaci6 de les proteines, podria ser interessant

utilitzar una combinacié del metode Il de H ettmann et al. (2002) i del

protocol del grup de Jepson (2006), ja que ambdds processos sén

compati bl es i es poden wunificar. La fracci - r
durant 3h amb clorhidrat de guanidi 140 mM, EDTA 3 mM, Tris -HCI 25

mM, pH 7,2. La suspensio es refreda a temperatura ambient i en aquest
punt és on es pot intentar el pas comd, ja que per a la purificacié utilitzen

una columna de cromatografia del ti pus DEAE.
| 6el uci - es realitza aHO25NMM@EpH, dhd Ontrenge, Tr i s

en el cas de Nap, | 6el uci - es real-HGlaa amb 3
pH 8. Es possible que qualsevol dels dos métodes fora valid, perd és

necessari realitzar pobres per a comprovar -ho. En el cas de Jepson et al.

(2006), aguesta elucidacio es pr odueix sobre la subunitat NapA, que és la
catalitica de les Nap heterodimeriques i que és molt semblant a les Nap

dobuna sola subunitat, per tant, podria ser e
de Nap.

Seguidament, es realitzaria la caracteritzacio dels enzims. En aquest cas,

succeeix el mateix que amb la caracteritzacié del cep, per tant ens hem

de basar en |l es dades dbéaltres investigacior
enzims tenen un pH Optim neutre i actuen a les mateixes temperatures.

Per tant, d u r a éstrelalivérenqt senzil eontriolar Jes reaccions,

ja que no necessiten condicions particulars. Es suficient mantenint un

ambient neutre i establint una temperatura amb ajuda de, per exemple,

un | lum doéi nfr <Rrodjgoset( Baols.c,h 2019). den el ca
realitzar la caracteritzacio, els metodes de Borcherding (2000) o de Bliimle

i Zumft (1991) serien acceptables, ja que el viologen de metil és un bon

donador dbéelectrons per als dos enzi ms, me nt
Nap. De qualsevol manera, caldria comprovar -ho experimentalment.
Paral Ll el ament , per a | 6estabilitzaci - del s
suport €s, probablement, la millor opcié en aquest cas perqué permet
crear un suport funcional %t per a | daplica

hem vist, alguns suports que formen matrius amb la nitrat reductases
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poden mantindre m®s de | a meitat de | dactivit
et al., 1990) o també mitjancant encapsulacié es pot mantindre aquesta

activitat (Aylott 1997), el que indica que és un bon exemple per a utilitzar.

Ambdues opcions pareixen bones, pero a falta de la possibilitat per a
experimentar, pot ser , l 6opci - m®s convenien
(1997), ja qgue |l a fogemhchno gdlaggumant @olldact i vi
almeny s, una set mana, tamb® brinda | doportunit

Nar i la Nap, additius com el viologen de metil per a que actue com a
substrat estabilitzador (lyer i Ananthanarayan, 2008).

Final ment, pr viament a | 6apl i caaiisohre cal dri a

una superf2cie que copie |l es caracter2stique
efloresc ncies de sal. Déaquesta manera, es p
m todes de immobilitzaci - ®s el m®s adequat
senzills com la brotxa o el coto, per comprovar la seua efectivitat. Per altra

banda, aquestes proves també permetrien saber si la técnica és perjudicial

per a | a pintura i ajudarien a crear un protoa
posterior.

Les perspectives de futur amb la bioneteja sén m olt amplies i diverses.

Com ja sb6bha dit anteriorment, aquesta t cnica
tant , molts camps dobéinvestigaci - seguei xen o0
guantitat de ceps que es poden utilitzar és molt gran i aquesta xifra encara

augmentamé s s i utilitzem | 6enginyecrlosadecgrean tica p

a la biorrestauracié. De la mateixa manera, les técniques de purificacio,
estabilitzacié i aplicacié també sén molt variades, el que ens deixa un mon
molt obert per a la construccié de protoco Is.

A més a mes, els propis problemes que mostra el patrimoni també sén

di versos i aparei xen nous cont2nuament . Per t
tecniqgues o microorganismes de forma innovadora esta fortament

present. Per altra banda, la biorrestauracié també deu anar més enllaino

centrar -se sols en la bioneteja. Per exemple, els danys causats al

patrimoni sén provocats moltes vegades per problemes de conservacio.

Un exemple és que edificis antics com catedrals o esglésies, construits

amb material infl amables com la fusta (moltes vegades deteriorada pel

temps), actualment es troben més amenacgades pel foc que antigament

per culpa de les instal-lacions electriques, pels nous materials o per

actituds negligents, com sbébha pogabamegeur e en
(2019) i de la catedral de Nantes (2020), en Franca. Les possibilitats dels

enzims bacterians van m®s enl |~ de |l a desni
dbébaquest treball, per exempl e, | 6aplicaci

proteases, amilases, esterase s...) per a eliminar residus adherits de
diversa naturalesa o inclus corregir restauracions deficients prévies (Palla,

2007). Per tant, seria molt interessant i revolucionari arribar a crear
tecniqgues amb microorganismes que no sols ens ajuden a netejar, s in6
també a conservar el nostre patrimoni per a les generacions futures.
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7. Conclusio

Per una banda, la purificaci -, tant
pot realitzar sense perdre excessivament activitat nitrat reductasa. Per
altra banda, aguesta ac tivitat també es pot mantindre en suports durant,
relativament, molt de temps per a la seua aplicacié sobre la pintura mural.
Aquests suports poden ser molt variats i anar acompanyats de additius
gue ajuden a mantindre aquesta activitat. També, en relacid

| 6aplicaci -, sdbha observat gque el s
bioneteja de la mateixa manera que es fa amb els microorganismes
complets.

Finalment, existeixen motes técniques similars i diferents per a arribar al

de

amb
enzi

mat ei X punt , com sb6bha pogut observar,

metodologia correcta i seria molt interesant provar les més interessants
per a trobar la que millor podria encaixa r en aquest projecte.
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