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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 utilitzacid 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 treballs de conservacié de pintura mural. En el
Laboratori de Microbiologia de la UPV s'ha desenvolupat aquesta tecnica i s'ha
aplicat a les pintures murals de les esglésies de Sant Nicolau i dels Sants
Joans de Valencia, utilitzant Pseudomonas stutzeri per a l'eliminacié de
crostes de nitrats insolubles, obtenint-se resultats espectaculars. No obstant
aixo, I'us de bacteris vius limita molt la técnica i els treballs en els quals es
pot aplicar, per tant, es considera interessant investigar si és possible utilitzar
els bacteris inactius o una fraccié d'ells i que es conserve ['activitat
desnitrificant. Una vegada identificada la capacitat desnitrificant del cep aillat,
gue implica un primer pas de reduccid de nitrat a nitrit mitjancant I'accié de
una nitrat reductasa, es procedeix a la identificaciod i caracteritzacié 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
metodes de disrupcio 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 |'activitat nitrat reductasa. S'investiga
la compartimentalitzaci6 de la dita activitat mitjancant fraccionament
subcel-lular utilitzant diferents estrategies. Del lisat total (TL) s'obtindra la
fraccio citosolica i periplasmatica (CPP) i la fracci6 membranosa total (TM), la
qual pot dividir-se en les seues corresponents fraccions 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 fraccid
sobrenedant després d'una centrifugacié. Amb les dades obtingudes en
bibliografia, es valorara la possibilitat d'obtenir una preparacié purificada de
['activitat nitrat reductasa de Pseudomonas stutzeri que constituisca el punt
de partida d'una aplicacié biotecnologica per a l'eliminacié de crostes de
nitrats en processos de restauracio 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 vyears, 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 removal 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 periplasmic 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 the 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 afios, 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 biolimpieza en los trabajos de conservacién 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 Nicolds 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 fraccién 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 reduccidn de nitrato a nitrito
mediante la accidon de una nitrato reductasa, se procede a la identificacion y
caracterizacién 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 disrupcién 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 compartimentalizacion de
dicha actividad mediante fraccionamiento subcelular utilizando diferentes
estrategias. Del lisado total (TL) se obtendra la fraccién citosdlica y
periplasmatica (CPP) y la fraccibn 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 peripldsmico, estudiando la preparaciéon selectiva de proteinas
periplasmaticas 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 preparacién
purificada de la actividad nitrato reductasa de Pseudomonas stutzeri que
constituya el punto de partida de una aplicaciéon biotecnoldgica para la
eliminacion de costras de nitratos en procesos de restauracién de obras de arte.
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ATP: Trifosfat d’adenosina

CN: Caldo nitrat
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SO: Sulfit oxidasa
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1. Introduccio

1.1. Deteriorament de les pintures murals

Un dels principals problemes que es pot trobar en la degradacié d’obres
d’art d’exterior i d’interior és la contaminacié per sals solubles. La
deterioracié es produeix principalment pels processos de cristal-litzacio i
solubilitzacid que presenten les sals (Bosch-Roig et al., 2019). En les
pintures murals d’interior, el procés de degradaci6 més important és la
formacio d’eflorescéncies de sal (Figura 1), ja que I'acumulacio de cristalls
de sal a linterior del mur provoca un augment de la pressid, que
desemboca en la fragmentacié i deteriorament de la pintura (Bosch-Roig
et al., 2013).

Figura 1. Eflorescéncia de sal. Extreta pintures murals de I’'Església dels Sants Joans
vista a microscopi optic. (Bosch-Roig et al., 2013)

Per tal d’evitar aquest deteriorament, és necessaria la reduccié de la
quantitat de sal present en la pedra del mur. Aquest procés de neteja es
diu dessalinitzacio, i busca reduir el maxim possible la quantitat de sal
present. Hi ha diferents metodes per a fer la dessalinitzacio, tant fisics
com els ultrasons o I'eliminacié amb bisturi, com quimics, on destaca la
utilitzacid de acids, tensioactius, alcaloides entre altres. No obstant aixo,
aquest metodes solen ser molt drastics i causar problemes severs i
permanents en la pintura mural, com poden ser canvis de color,
moviments en l'estructura del material i eliminacié excessiva del material
original. De la mateixa forma, en aquests métodes trobem deficiencies de
neteja, no sent sempre completa i deixant erros en comparacié amb altres
tecniques com la bioneteja. Finalment, 1'Us de quimics també exposa als
treballadors i a I'atmosfera a residus toxics i perjudicials (Cappitelli et al.,
2007 ; Bosch-Roig et al., 2013).

De forma alternativa a aquests metodes, trobem la bioneteja, que és la
utilitzacié de microorganismes o enzims per a eliminar aquest excés de
sal. Tot i que molts microorganismes sén responsables directes i indirectes
de la destruccid de pintures murals, si que s’ha observat que la bioneteja
amb microorganismes especifics permet una dessalinitzacio eficient, sense
toxicitat i respectuosa amb el medi ambient (Ranalli et al., 2018; Bosch-
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Roig et al., 2013). A més a més, ens molt casos s’ha confirmat la seguretat
d’utilitzar la bioneteja en la restauracié d’obres d’art murals; no obstant
aixd, encara sén necessaris més estudis ( Bosch-Roig i Ranalli, 2014).

Dins de la problematica de I'acumulacié de cristalls de sal, trobem que
moltes de les alteracions es produeixen per la nitracio i la sulfatacié. Els
cristalls de sal de nitrats es produeixen, generalment per la preséncia d’un
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 acumulacié important
de residus organics. En aquesta matéria es troben compostos amb
nitrogen, que al ser oxidats es transformen en nitrats. Finalment, I'aigua
de pluja arrastra aquests nitrats, filtrant-los a través de la pintura i
formant les eflorescencies, que acabaran formant una crosta blanca sobre
la superficie del fresc (Bosch-Roig et al., 2013). A I'hora de remoure
nitrats, Pseudomonas stutzeri és un bacteri molt efectiu i rapid, el que
permet eliminar els excessos de sal d’'una manera relativament senzilla
(Lustrato et al., 2012 ; Ranalli et al., 2000).

Per altra banda, I'acumulacié de substancies organiques també és un greu
problema. Si la matéria organica aplicada sobre la pintura no es remou
adequadament i es mantenen sobre la pedra restes d’aquesta materia, es
pot crear un ambient proliferatiu, ja que provoca |'aparicié de colonies de
fongs i bacteris nocius per a l'obra d’art (Lustrato et al., 2012). Tot i que
és veritat que els organismes que es solen utilitzar per a la bioneteja no
sOn els causant directes de la biodeterioracid, si que poden crear el ja
esmenat ambient proliferatiu que puga atraure a bacteris realment
perillosos com els cianobacteris, que creen ambients nutritius per altres
organismes. Aquests organismes poden ser, per exemple, productors
d’acids que afecten al pH local com Nitrosomonas spp. o Nitrobacter spp.
(Crispim i Gaylarde, 2004). Aquest tipus de colonitzacid, 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, quimics i estetics problematics. La formacié de
biopel.licules sobre la pedra, sotmet a aquesta a forces de tensié, que
afavoreixen I'acumulacié de pol-lucié i sals i la fragmentacié de la pintura.
En aquest sentit és molt important mantindre ben controlades les
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
control pot obligar a I'Us de biocides, que es desaconsellen per la seua
toxicitat (Bosch-Roig et al., 2015).

Tenint en compte que la bioneteja és una eina relativament recent, el
camp d’investigacid segueix prou obert i, per tant, l'estudi de les
conseqliencies a mitja i llarg termini també (Bosch-Roig i Ranalli., 2014).
Per aquests motius, és molt interessant I'estudi d’alternatives a I'aplicacié
directa dels microorganismes vius sobre la pedra, com és, per exemple,
I"is d’enzims actius aillats dels microorganismes.



1.2. Reduccio bacteriana de nitrats: activitats Nar i Nap

La desnitrificacié en bacteris és una transformacié assimilatoria, és a dir,
esta relacionada amb la conservacié d’energia i proporciona als bacteris la
possibilitat de subsistir en un medi anaerdbic. Per tant, aquest tipus de
respiracié 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
aerobiques (Lalucat et al., 2006).

Diferents tipus de metal-loproteines, durant el procés de desnitrificacio,
catalitzen la reduccié de nitrat a nitrit, d’aquest a oxid de nitrogen i
d’aquest ultim a oxid nitrds, que, finalment, sera reduit a nitrogen
atmosferic o dinitrogen. Per tant, la desnitrificacié pot constar de 4 fases
on participen 4 tipus d’enzims diferents: nitrat reductasa, nitrit reductasa,
oxid nitric reductasa 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 la reduccié de nitrat a
nitrit, pareix tindre un paper prou important (Blimle 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 per a construir els enzims; també es troba informacié per a
la sintesis de cofactors, maduracié i regulacié. De forma general, els gens
de la desnitrificacid es troben en el cromosoma bacteria, com és el cas de
Pseudomonas stutzeri (Lalucat et al., 2006). Ara bé, aquests 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 reduccié de nitrats estan els
gens nar, els gens nir per a la reduccié de nitrits i els gens nor i nos per a
la reduccio de oxid nitric i oxid nitros respectivament (Zumft, 1997).

Com ja ha sigut mencionat anteriorment, el procés complet de
desnitrificacio comenga amb la reduccié de nitrat a nitrit; per tant, aquest
és un pas clau. Per aquest motiu, molts bacteris tenen més d’un tipus de
nitrat reductasa. En total, hi ha 3 tipus: una nitrat reductasa assimilatoria
soluble i dues no solubles que es divideixen en respiratoria y
periplasmatica (Lalucat 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
(Hettmann et al., 2002). L'activitat nitrat reductasa sol estar associada a
la membrana plasmatica, és a dir, sé6n enzims de membrana. Per tant, la
reduccié de nitrat a nitrit esta acompanyada per una translocacié de
protons (Hochstein i Tomlison, 1988). Aquesta traspas d’electrons, crea
un gradient electroquimic que es pot utilitzar per a generar ATP a través
de I’ATP sintasa (Sparacino-Watkins et al., 2014).

Aqguesta activitat de desnitrificaciéo es realitza en el centre actiu dels
enzims, que solen contindre un atom de molibde i fent complexes amb
heterocicles de pterina, que serveixen de bastida per a mantindre al
molibde en el lloc actiu (Figura 2) . Aquests enzims es poden classificar
en tres grups principals: dimetilsulfoxid reductasa (DMSOR), sulfit oxidasa
(SO) i xantina oxidasa (XO). Les DMSOR contenen dos cofactors de pterina



mentre que SO i XO sols un. A banda de la pterina, el molibde necessita
d’altres lligands addicionals per a coordinar el centre actiu de forma
correcta. Aixi, per exemple, el lligant addicional de Nap (nitrat reductasa
periplasmatica) és la cisteina, mentre que en Nar (nitrat reductasa
assimilatoria), és I'aspartat (Sparacino-Watkins et al., 2014).
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Figura 2. Estructura del centre actiu de varies nitrat reductases de diferents
organismes. Ec: Escherichia coli, Dd: Desulfovibrio desulfuricans, 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 reaccié és tipica dels enzims que contenen molibde i pterina, i implica
que el centre de molibdé experimente canvis en el seu estat redox.
L'oxigen resultant de la transformacié de nitrat a nitrit forma una molecula
d’aigua que s’acobla amb un protd (Sparacino-Watkins et al., 2014).

De forma general, molts organismes que fan la desnitrificacid, a part de
la nitrat reductasa assimilatoria que es pot considerar I'enzim principal,
tenen una altra, perd0 aquesta en forma d’enzim dissimilatori
periplasmatic, encara que no hi ha proves d’existéncia d’aquesta
reductasa en el grup de Pseudomones desnitrificants. En aquest sentit, P.
stutzeri també és especial, ja que s’han trobat indicis d’aquest enzim en
el genoma del bacteri (Lalucat et al., 2006). No obstant aix0, la produccid
de Nap esta regulada per les concentracions de nitrats i oxigen presents
en I'ambient. Per tant, Nap sols s’expressa en cas de necessitat (Ji et al.,
2013).

De la mateixa forma que Nar, Nap també es troba associada a la
membrana plasmatica, pero en el lloc periplasmatic. A més a més, tot i
gue en algunes especies la Nap també esta implicada en la respiracid de
nitrats, aquesta hipotesis encara no esta generalitzada, 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 superar aquesta
diferéncia de potencia (Sparacino-Watkins et al., 2014).



Al contrari que la resta de reductases de nitrat, en les quals s’observa que
mantenen una funci6 més o menys conservada entre espécies, Nap és
funcionalment diversa. De fet, la presencia d’'un homoleg de la seqiéncia
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 desnitrificacid, Nap també té la capacitat de reduir el nitrat a amoniac,
participant en l'equilibri redox i en I'eliminacié del nitrat. A nivell
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 proteina molt diversa i per tant es presenta en moltes formes.
Per una banda, es troba la Nap monomerica que té forma d’embut.
Aquesta forma ve determinada per la disposicié espacial de 2 dels 4
dominis implicats en la unié dels cofactors de pterina amb I'atom de
molibde. Aquesta forma d’embut, forma una mena de canal per on es creu
que entra el nitrat i ix, després, el nitrit. També conté complexos de ferro-
sofre encarregats del transport d’electrons. Per altra banda, esta la Nap
heterodimeérica. 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 monomeérica
(Gonzélez 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 a, B, i y (Figura 4). La subunitat a té el centre catalitic que
conté molibde i dos cofactors de pterina. Per altra banda, la subunitat B
esta relacionada amb el transport d’electrons, ja que conté complexos de
ferro-sofre. Finalment, la subunitat y és un citocrom del tipus b que esta
escampat per la membrana (Hettmann et al., 2002). En total, I'enzim té
aproximadament 13 grups de ferro-sofre i un atom de molibdé unit als
cofactors de pterina, que se creu que modulen el comportament redox del
molibde, aixi com ajuden a la transferéncia d’electrons entre altres centres
que no tenen eixe cofactor. En resum, aquests cofactors tenen dos
funcions principals: connectar el flux d’electrons entre el centre ferro-sofre
i I'atom de molibde i fixar aquest atom en el centre de la matriu de
proteines (Lalucat et al., 2006).
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Figura 4. Estructura tipica de I'’enzim Nar. Es pot apreciar |'estructura trimerica on
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2006).

Per altra banda, els propis complexos de ferro-sofre pareix que tinguen el
paper de transportadors d’electrons des del grup quinol de la membrana
fins al centre actiu. Finalment, la subunitat y actua com a ancora
transmembranal i que té com a funcié el transport d’electrons fins a la
subunitat B i els seus complexos de ferro-sofre. També, esta relacionada
en l'oxidacid del MQH; de la membrana (Lalucat et al., 2006; Gonzalez et
al., 2014).

La subunitat y pot separar-se de la resta mitjancant una etapa de
solubilitat per calor. Com el molibde i la pterina es troben en la subunitat
a, el centre catalitic és el mateix en I'enzim complet que en la forma aB
(Hettmann et al., 2002 ; Lalucat et al., 2006).

La reduccié de nitrat mitjancant Nar es produeix de la seglient manera
(Figura 5). La subunitat y allibera 2 protons al periplasma que oxiden
MQH.. Els electrons viatgen a través dels complexos ferro-sofre fins al
centre actiu, on el nitrat es redueix consumint dos protons del citoplasma.
Com aquest centre actiu es troba en la part citoplasmatica, el nitrat deu
entrar dins de la cél-lula. Aquesta tasca la realitzen dos transportadors:
NarK1, que s’activa al principi de la respiracid, transporta el nitrat des del
periplasma en companyia d’'un protd6. A mesura que va acumulant-se
nitrit, NarK2 s’activa, transportant el nitrit fora del citoplasma i mantenint
I'estat estacionari del citoplasma. Aquest procés, acoblat a I'oxidacio de
formiats, genera la forca motriu de protons suficient per a activar la sintesi
d’ATP (Gonzélez et al., 2006).
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Figura 5. Esquema del procés de la reduccié de nitrat per I'’enzim Nar acoblat a la
membrana. (Gonzalez et al., 2006).

1.3. Pseudomonas stutzeri en la bioneteja

P. stutzeri és un bacteri del génere Pseudomonas que esta englobat dins
de la classe Gammaproteobacteria. Esta caracteritzat per tindre una forma
de vareta, una longitud de 1 @ 3 um i un ample de 0,5 pm. A més a més,
sols té un flagel polar. S'ha detectat en P. stutzeri activitat catalasa i
oxidasa, i el que importa en aquest estudi, activitat desnitrificant. Una
caracteristica diferencial d’altres bacteris del génere Pseudomonas és que
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
I'oxigen és I'Ultim acceptor d’electrons; no obstant aixd, tots tenen
I’'habilitat d’utilitzar el nitrat com a receptor final alternatiu, per tant, sén
capacos de realitzar la desnitrificacié, que en aquest cas és una
desnitrificacid reprimible per oxigen. De fet, la gran activitat desnitrificant
del bacteri, I’'ha convertit en un organisme model per a estudiar el procés
i els estudis que s’han realitzat en ell han permet grans avancos en el
camp de la desnitrificacié (Lalucat et al., 2006).

En comparacid 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 l'activitat reductora de nitrits. Aquesta activitat és
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 més a més,
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 desnitrificacid, quedant fora dels clisters tipics
d’aquest gens. Per tant, en el cromosoma de P. stutzeri ens trobem un
grup nos-nir-nor per un costat i els gens nar per |'altre. L'organitzacié dels
gens nar esta quasi determinada i s’han trobat homologies molt
interessant en organismes model com E. coli (Lalucat et al., 2006).

Tot i que Pseudomonas stutzeri s’ha utilitzat amplament en la bioneteja,
normalment sols s’ha utilitzat per a eliminar la matéria organica present
en les pintures murals (Bosch-Roig et al., 2013). Aquestes restes son part
del pegament animal i la caseina que s’utilitzen en algunes técniques de
restauracié com l|'strappo, que es basa en arrancar la pintura del mur i
traspassar-la a un altre suport, com pot ser una tela, per a traslladar-la a
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 atmosferiques fetes
al llarg del temps, sobretot si es tracten de pintures murals a l'aire lliure,
no obstant aixd, aquestes restes sén molt més dificils d’eliminar. Com a
exemple de I'eliminacié de restes organiques amb P. stutzeri, esta el fresc
del Cementeri Monumental 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 s’ha comencat a utilitzar el
bacteri per a la neteja de les eflorescencies de sal per les seues grans
qualitats desnitrificants. De forma pionera, destaca el cas de la neteja dels
frescos de I'Església dels Sants Joans de la ciutat de Valencia (Bosch-Roig
et al., 2013).

Els Sant Joans, tot i ser construida en el 1240, va ser reconstruida i
remodelada durant els segles XVII i XVIII, sent per tant, d’estil barroc.
Durant aquests anys, a l'interior del temple van ser pintats els frescos que
es poden veure en el present, els quals es consideren unes de les pintures
murals valencianes més grans i importants. La tecnica que es va utilitzar
per a fer els frescos és la dels pigments aplicats amb aigua i fixats amb
cal i arena, mitjangant un procés de carbonatacié sobre la pedra del mur.
No obstant aix0, els incendis provocats a l'interior durant la Guerra Civil
van deteriorar severament les pintures (Bosch-Roig et al., 2013).

Entre el 1958 i 1963 es va produir el procés de restauracid, utilitzant la
tecnica de I'strappo (Bosch-Roig et al., 2013). No obstant aix0, aquesta
tecnica va ser insuficient i perjudicial per a les pintures. Aquesta
restauracié també va produir la formacié i I'acumulacié d’eflorescencies
de sal insoluble. Es van utilitzar diferents técniques fisiques i quimiques
per a intentar solucionar aquests problemes, perd no es van obtindre
resultats massa satisfactoris; per aix0, es va decidir intentar la bioneteja
amb P. stutzeri sobre una part del fresc (Bosch-Roig et al., 2013).

La composicié quimica de les eflorescéncies era fonamentalment de nitrat
de potassi, amb una concentracié de nitrat mitjana de 1671,93 mg kg™.
En el treball es demostra que utilitzant el cep DSMZ 5190 del bacteri P.
stutzeri en agar durant 90 minuts, es produeix una neteja molt eficient de
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les eflorescencies de nitrat, amb una reduccié aproximada del 92%
(Bosch-Roig et al., 2013). Per tant, es demostra la utilitat del bacteri en
la bioneteja, no sols en l'eliminaci6 de materia organica, també en la
reduccié del nitrat, el que fa que els enzims desnitrificants del bacteri

siguen eficients.

Figura 6. Mostra de la bioneteja de la pintura d’'una aguila en la lluneta de
I’Església dels Sants Joans. En la primera imatge es mostra la pintura abans del
tractament, on es pot apreciar perfectament la crosta que forma l'eflorescéncia de nitrat.

En la segona, durant el tractament amb Pseudomonas stutzeri atrapat dins de I'agar. En
la tercera es mostra la pintura després de 90 minuts de tractament i la retirada del
material. Com es pot apreciar en la tercera imatge, 'eflorescéncia de sal ha sigut remoguda
eficientment. (Bosch-Roig et al., 2013).

Degut a la pandemia i a I'estat d’alarma provocats pel Covid-19, el temps
passat al laboratori ha sigut substancialment reduit. Per tant, la part
experimental s’ha vist considerablement limitada. En conseqliéncia, una
part important d’aquest treball incloura una recerca bibliografica que
permeta perfilar futures aproximacions. De la mateixa manera, aquesta
situacido també ha modificat parcialment els objectius buscats.



2. Objectius

L'objectiu principal d’aquest treball és descriure un protocol per a
I'obtencié dels enzims Nar i Nap de Pseudomonas stutzeri per a la
bioneteja d’eflorescéncies de sal de nitrat de pintures murals.

Els objectius especifics sén:

Identificar I'activitat nitrat reductasa de P. stutzeri.
Analitzar diferents protocols de purificacié dels enzims Nar i Nap.

Identificar les condicions optimes per al rendiment del Nar i Nap
mitjancant la caracteritzacié bacteriana i enzimatica.

Analitzar les diferents maneres d’estabilitzar els enzims.

Evitar la perdua de la major part possible d’activitat nativa dels
enzims.

Analitzar els diferents metodes per a aplicar els enzims Nar i Nap
sobre la pintura mural.
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3. Materials i metodes

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 (l'utilitzat en la bioneteja de I’'Església dels Sants Joans (Bosch-Roig
et al., 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
d’Agar “Plate count” (Scharlab, 01-161-500) amb una 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® 20 NE, 20 050-25). Es dilueix
una colonia en I'ampolla subministrada i amb I'ajuda d'una pipeta es
reparteix la dilucié en els diferents pouets que marca la tira. La tira
s’incuba en estufa a 28 °C i es fa la mesura 24 hores després. Si les dades
no son concloents, es fa a les 48 hores després de preparar la tira. En
aquest cas, es van realitzar les dos mesures i el procés es va repetir dues
vegades.

Finalment, també s’agafa mostra del pouet de glucosa de la tira API per a
cultivar-lo. Es fan un total de 4 repliques, 2 per a cultivar-se a 28 °C i
altres 2 a 37 °C.
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3.3. Comprovacio del poder desnitrificant del cep

Per a comprovar que el cep té l'activitat desnitrificant es van utilitzar
diferents eines.

Se realitzen cultius en dos medis diferents: 1) medi desnitrificant o MD
(per a 100 ml: solucid 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
d’oligoelements); 2) caldo nitrat o CN (per a 300 ml: 6 g d’aigua de
peptona, 0,06 g de nitrat potassic i 300 ml d’aigua destil-lada). Ambdds
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 s‘incuben a 30 °C al menys durant un dia. De les
plaques fetes a partir de la mostra de la tira API també es sembren 4 tubs:
2 del medi MD i 2 del CN. Un de cada tipus s’incubara a 28 °C i l'altre a
37 per a observar si la temperatura afecta a l'activitat desnitrificant. El
medi CN es comprovara mitjancant |'aparicié d’'una bombolla de gas en
I'interior de la campana i, al igual que el medi MD, també pels tests de
nitrats i nitrits i el reactiu de Griess.

En la reaccié de Griess (Figura 8), si hi ha nitrit en la mostra, aquest
reacciona en condicions acides amb |'acid sulfanilic, formant el catid
diazoni (per aixd també s’anomena reaccié de diazotacié de Griess).
Finalment, el catié diazoni s’unira a I'amina aromatica 1-naftilamina,
formant un colorant de tipus azo soluble en aigua, d’un color entre roig i
violeta (Tsikas, 2007).
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Figura 8. Reaccio de Griess. (Tsikas, 2007)

Finalment, per a comprovar que s’ha consumit el nitrat del medi i hi ha
presencia de nitrit es realitzen dos proves: els tests de nitrats (Merck,
110092) per a comprovar que ha disminuit la quantitat d’aquest i el tests
dels nitrits 0,1-3 g/l (Merck, 110022) i 2-80 mg/l (Merck, 110007) per a
assegurar que la consumicié del nitrat ha donat com a resultat I'aparicid
de nitrits. També, com s’ha anomenat anteriorment, es realitzara la prova
de Griess en ambdos medis.
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4. Estudi bibliografic

Pels motius explicats en I'anterior punt, els experiments de fraccionament
cel-lular i aillament de proteines no s’han pogut efectuar. Per a completar
I'estudi es realitzara una recerca bibliografica per a estudiar el treball
d’altres grups, analitzar la situacié actual del tema i dissenyar protocols
de futura aplicacié.

Aguesta recerca bibliografica s’ha articulat al voltant de 58 articles citats
i referenciats a I'apartat de bibliografia, trets de la consulta de bases de
dades com PubMed, Science Direct o Google Schoolar. La tria dels articles
s’ha fet de la seglient manera.

La seleccid i recerca del articles s’ha fet principalment al voltant de les
seglients paraules: “Pseudomonas stutzeri”, “activitat nitrat reductasa” o
“enzim Nar i Nap”. No obstant aix0, segons l|'apartat, les paraules
“purificacid”, “caracteritzacié¢”, “estabilitzacié”, “aplicacié” o “bioneteja”
també s’han utilitzar sovint per a afinar la recerca. Finalment, altres
criteris també utilitzats han sigut “bacteri” o “bacteriana” i els noms

d’enzims similars a P. stutzeri com “Pseudomonas aeruginosa”.

S’ha intentat sempre triar els protocols d’articles més recents, pero al
tractar-se d’estudis que s’han realitzat sobretot fa décades i que la majoria
dels protocols més recents estan basats en aquest estudis més antics,
també s’han seleccionat molts articles d’abans del 2000, sempre tenint
cura de que la informacié que s’ha sostret no estiga desactualitzada o
rebutjada actualment.

4.1. Preparacio d’enzims bacterians

Com s’ha indicat préviament, les bioneteja és una tecnologia d’aplicacid
relativament recent i el seu camp d’investigacié continua obert a millores
o alternatives a l'aplicacid directa dels microorganismes, com pot ser, I'Us
d’enzims actius aillats dels microorganismes. Per tant, es consideren
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 que causen fluctuacions
de pressid, resultant en una cavitacid6 o formacié de porus en les
membranes cel-lulars. Per tant, el resultat final és I'expulsié a I’'exterior
dels component interiors de la cel-lula. Les vibracions ultrasoniques
produides cobreixen un rang de freqliéncies que s’estén més enlla dels 20
kHz. Aquesta disrupcido 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 destruccid de les cel-lules, el que permet separar,
mitjancant la centrifugacid, les cel-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 treball de Huang et al. (2015), on es volia mesurar la
quantitat 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
I'extracte sempre a 4 °C en un bany de gel per a evitar la desnaturalitzacié
de proteines.

A més a més, la técnica de disrupcié cel-lular també s’ha utilitzat en
anteriors treballs per a obtindre proteines de membrana de P. stutzeri i
els seus enzims desnitrificants com la nitrat reductasa o la nitrit reductasa
amb bastant exit (Blimle i Zumft, 1991; Tattawasart et al., 2000; Wu et
al., 2020).

La ruptura per ultrasons és molt Gtil per a separar la fracci6 membranosa
de la citosolica una vegada que ja s’ha eliminat la periplasmatica. Es a dir,
es fa la sonicacié sobre els esferoplasts (Carter et al., 1995).

4.1.2. Us de detergents

Els agents tensioactius participen en la disrupcié cel-lular mitjancant la
solubilitzacié de proteines i la pertorbacié de les interaccions entre els
lipids de membrana i les proteines que la formen, el que provoca el
desorganitzacid de les membranes cel-lulars (Harrison, 1991). L'Us de
detergent sol acompanyar a un tractament per calor. De fet, en el cas de
la nitrat reductasa, la preséncia del detergent és necessaria per a obtindre
I'’enzim complet. En el cas d’E.coli, quan sols hi ha tractament amb calor,
nomeés s’aconsegueixen els les subunitats ap, mentre que si el tractament
va acompanyat d’un detergent, també s’obté la y (Brito et al., 1995).

En el cas de la nitrat reductasa de P. stutzeri, el treball de Hettmann et
al. (2002) mostra I'obtencié de les subunitats af actives mitjancant una
combinacié de ultrasons i tractament per calor amb detergent. En aquest
cas, es busca la separacid del centre actiu situat en aquestes dos
subunitats, de la subunitat y, que es troba unida a la membrana.

Els detergents també permeten la formacié d’esferoplasts i la conseqlient
eliminacid del periplasma bacteria. Aixi, tractaments amb EDTA, Tris-HCI
o MgCl,;, combinats amb centrifugacions o enzims, dissolen les parts
exterior del bacteri (Imperi et al., 2009).

4.1.3. Cicles de congelacié/descongelacio

Mitjancant la congelacio i la descongelacié de les cél-lules es pot arribar a
la disrupcié de la membrana per la formacié i destruccio de cristalls de gel
formats en el si de la membrana. Aquest procés pot ser accelerat
mitjancant la pressié i molta, ja que l'estructura congelada és més
facilment destruida. No obstant aix0, aquesta técnica va acompanyada
d'inconvenients, com per exemple, la formacié de cristalls massa gruixuts,
que afecten a la integritat de la cél-lula. Per altra banda, l'inconvenient
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més preocupant en aquest cas és que molts enzims solen perdre la seua
activitat després d’aquest procés, el que impedeix obtindre integrament
I'activitat enzimatica desitjada (Harrison , 1991).

4.2. Compartimentalitzacio de l'activitat nitrat reductasa

Com s’ha pogut observar 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 altra 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).
Mitjancant I'estudi de diferents tecniques de purificacio, s’espera trobar la
que millor encaixe en I'aplicacié que es vol desenvolupar en aquest estudi.
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Figura 9. Procés de desnitrificacio en les membranes i periplasma de P. stutzeri.
(Lalucat el al., 2006).

4.2.1. Purificacio de Nar i fraccio membranosa

Per a poder aillar Nar, primer s’ha d’aconseguir separar la fraccié
membranosa de la resta de la cel-lula. Per exemple, en l'estudi de les
membranes de P.aeruginosa fet pel grup de Matsushita (1978), el primer
pas que fan és eliminar la fraccié periplasmatica. Les cél-lules que tenen
emmagatzemades a -20 °C es suspenen 60 ml de Tris-Cl 0,01 M a pH 8.4,
amb un 20% de sacarosa i MgCl, 0,01M. Després d’afegir 16 mg de
lisozim, la suspensié s’incuba durant una hora a 25 °C i amb agitacié suau.
Es centrifuga a 13000 g durant 10 minuts, es resuspen amb Tris-Cl 0,01M
pH 8,4 amb MgCl, 0,01M i es torna a repetir la centrifugacié. El sediment
es suspen amb 20 ml de fosfat potassic 0,01 M amb 5 mM de MgCl, a pH

15



6,2. S'afegeix DNasa i RNasa i es sotmet a la suspensié amb una premsa
francesa. Es centrifuga tot a 1800 g durant 10 minuts per a eliminar les
cel-lules intactes i finalment es centrifuga a 68000 g durant 90 minuts. En
aquest 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 fraccié
de la membrana. Després de desintegrar les bactéries fisicament
mitjancant una premsa, separen les proteines citosoliques utilitzant varies
filtracions amb porus de 0,16 um. La fracci6 de la membrana
s’ultracentrifuga i es tracta amb ultrasons. Amb l'objectiu de solubilitzar
les proteines, les membranes concentrades son tractats amb del tampé
(HEPES-KOH 20 mM pH 8, EDTA 1mM i DTT 0,25 mM) amb un 10% de
dodecil-B-D-maltosid. Aquesta barreja és agitada durant una hora a
temperatura ambient i posteriorment centrifugada. Es comprova l'activitat
nitrat reductasa de les diferents fraccions i es descarten els sediments. El
sobrenedant es carrega en una columna d’intercanvi ionic. Es descarta el
fluix continu, ja que no té activitat nitrat reductasa i I'enzim s’obté
finalment per I'elucié de la columna. També en aquest estudi es proven
dos metodes per a purificar la nitrat reductasa pero sols les subunitats ap.
En el primer dels metodes, les membranes es dilueixen a una concentracié
de 2 mg/ ml amb tampd de fosfat de potassi 50 mM a pH 7,5. Aquesta
solucié s’'agita durant 20 minuts a 60 °C, refreda i es filtra amb un filtre
Omega de 300 kDa. Tot el procés de dilucid i filtracié es repeteix. Els
filtrats es combinen i es concentren amb un filtre de 10 kDa. Aquest filtrat
finalment es dilueix amb tampd Tris/bis-Tris-propa/HCI 25 mM i pH 8,0.
La solucidé resultant s’aplica a una columna d’intercanvi ionic i la nitrat
reductasa s’elueix amb un gradient de NaCl de 0-0,6 M del tampé. Les
fraccions amb activitat nitrat reductasa s’agrupen i es dessalinitzen i
canvien al tampd de fosfat de potassi 50 mM pH 7,5 amb una filtracié en
gel HiPrep 26/10. Finalment, la solucié es barreja amb solucié saturada
de sulfat d’amoni en tampd de fosfat de potassi i s'aplica a una columna
de fenil-eter. Finalment, la mateixa solucid saturada del 0 al 50% s’utilitza
coma gradient, obtenint-se la proteina final (Hettmann et al., 2002).

En l'altre métode, la fracci6 membranosa es calenta amb clorhidrat de
guanidi 140 mM, EDTA 3 mM, Tris-HClI 25 mM a 40 °C durant 3 h. Es
important recalcar que aquest efecte de la temperatura ja afecta a
I'activitat enzimatica final. Es proven diferents pH per a valorar amb quin
es produeix la millor dissociacid i es concreta que el pH que menys afecta
a lI'enzim és 7,2. La solucio es refreda a temperatura ambient i es carrega
a una columna de cromatografia DEAE de capa expandida. La subunitat
ap s’elueix finalment amb NaCl 400 mM, Tris-HCI 25 mM a pH 8 (Hettmann
et al., 2002).

No obstant aix0, aquests dos metodes es basen en el treball fet per Blimle
i Zumft (1991). Després de fragmentar les cél-lules amb ultrasons, van
aillar la suspensié de la membrana. Aquesta suspensid 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 agitacio continua per a, després, ser rapidament refredada.
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El pas seglient va ser centrifugar durant 90 min a 4 °C, quedant-se amb
el sobrenedant que és on es troba I'enzim.

Seguidament, el sobrenedant es passa per una columna de DEAE-safarosa
CL-6B. Les fraccions que contenen activitat nitrat reductasa s’agrupen i
concentren a 2 ml mitjancant ultrafiltracié. Es torna a passar per una
columna, aquesta vegada Sephadex G-150 i es torna a ultrafiltrar,
guardant-se a -24 °C. Finalment, I'enzim es separa i s’'identifica mitjancant
un gel de poliacrilamida i la nitrat reductasa s’extrau de la banda del gel
(Blimle i Zumft, 1991).

4.2.2. Purificacio de Nap i fraccio periplasmatica

Per poder obtindre la nitrat reductasa 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 mitjancant la formacié
d’esferoplasts. Alefounder i Ferguson en el 1980 descriuen protocols en
Paracoccus denitrificans que després seran seguits i modificats per molts
a |'hora de obtindre proteines del periplasma. Per a obtindre els
esferoplasts, es centrifuguen les cel-lules durant 20 minuts a 5000 gi a 4
°C i es llava amb NaCl 150 mM i Tris-HClI 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 s’obté al diluir la meitat d’aquesta suspensié amb
400 ml de I'anterior dilucio i s"afegeixen 100 mg de lisozim diluits en 2 ml
d’aigua, incubant-se a 30 °C per ser, finalment, centrifugat 10 minuts a 4
°C i 37000 g, separant-se els esferoplasts de la fraccié periplasmatica. El
segon tipus d’esferoplasts s’obté al barrejar I'altra meitat de la suspensid
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’aigua i incubar-ho tot 40 minuts a 30 °C. La centrifugacié
final es realitza amb les mateixes condicions que l'anterior (Alefounder i
Ferguson , 1980).

El segon meétode s’utilitza per a estudiar I'activitat nitrat reductasa en
Pseudomonas putida, perd modificant el protocol, ja que allarguen la
incubacié amb lisozim de 40 minuts a 2 hores. També s’utilitzen els
ultrasons amb els esferoplasts per a, després, amb la centrifugacio,
separar el citosol de la membrana. Aixi, obtenen tres fraccions per a
estudiar |'activitat nitrat reductasa: la periplasmatica, la membranosa i la
citoplasmatica. Com l'activitat nitrat reductasa es manté activa en la
fraccid periplasmatica, significa que el méetode permet obtindre I'enzim
actiu (Carter et al., 1995).

Un assaig en una bacteri del mateix genere que P. stutzeri, Pseudomonas
aeruginosa, ens mostra també diferents maneres de obtindre les proteines
del periplasma.

En primer lloc, utilitzen un xoc osmotic. Parteixen d’un sediment obtingut
de la centrifugacié d’un litre de cultiu bacteria. El resuspenen amb 30 ml
de tampd Tris-HCI a pH neutre i un 20% de sacarosa i 1 mM de PMSF.
Després d’una incubacido de 30 minuts, les cél-lules es centrifuguen a
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 s’agita débilment durant 5 minuts en
un bany 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).

El altres dos métodes que utilitzen implique la formacié d’ esferoplasts,
perd en un cas s'utilitza lisozim i sacarosa i l'altra lisozim amb MgCl,. En
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. La suspensio és incubada durant
60 minuts a 30 °C en un bany d’aigua amb una lleugera agitacié afegint
10 mM MgCl.. 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 resuspen 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 suspensio es centrifuga a 11000 g durant 15 minuts i 4 °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
a pH 7,1 i es barreja amb 40 ml de sacarosa al 40%. Després de 30
minuts, es centrifuga i es suspen rapidament amb 50 ml de MgCl; 0,5 mM
en un bany gelat (Jens i Fricke, 1997). Es interessant constatar que en
aquest experiment decideixen eliminar del procediment original (Nossal i
Heppel 1966) a l'agent quelant EDTA perqué consideren als bacteris del
genere Pseudomones massa sensibles a ell. En experiments previs,
s’observa com la concentraci6 d’EDTA pot afectar a la densitat de la
membrana, produint també un descens en l'activitat dels enzims associats
a ella (Matsushita et al., 1978).

Per altra banda, en el treball de Jens i Fricke també s’estudien altres
alternatives més enlla dels esferoplasts i el xoc osmotic. Per exemple, 1'Us
de cloroform. En el protocol original (Ames et al., 1984), s’extrauen els
bacteris mitjancant una centrifugacio de 2 ml de cultiu bacteria. El
sediment es resuspés amb 20 ul de CHCls i incubat 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 MgCl; i I'antibiotic Polimixina, perd tampoc
s'obtenen resultats tan desitjables com en els casos anteriors (Jens i
Fricke, 1997).

En el cas de Pseudomonas stutzeri, |'analisi del periplasma es fa per a
estudiar una reductasa d’oxid nitrds, partint d’un protocol basat també en
formacio d’esferoplasts (Kérner i Mayer, 1991). El cas és similar a la resta,
ja que l'operacio es realitza tota a 4 °C. El sediment cel-lular es resuspén
amb 0,25 ml de Tris-HCI 200 mM a pH 8. A aquesta suspensid s’afegeix
també 0,25 ml de Tris-HCI 200 mM pH 8, amb 1 M de sacarosa i 25 l
d’EDTA 100 mM a pH 7,6, amés de 0,5 ml d'aigua desionitzada amb 1
mg/ml de lisozim. Després de 20 minuts d’incubacid, afegeixen 50 ul de
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MgCl, 500 mM i centrifuguen 10 min a 100000 rpm. En aquest cas, una
vegada extret el sobrenedant amb el periplasma, el precipiten amb acid
tricloroacetic (Pages et al., 1984).

Una vegada s’ha obtingut la fraccio periplasmatica, s’ha de separar la Nap
de la resta de proteines. L’extracte periplasmatic es carrega en una
columna de DEAE-Sepharose CL-6B de 50 x 5 cm, préviament equilibrada
amb 20 mM de Tris-HCl a pH 8 i 20% de glicerol. La columna es llava amb
un volum equivalent al volum de tamp6 de la columna per a equilibrar-la,
i s'aplica un gradient de 0 a 500 mM de NaCl. L'activitat nitrat reductasa
s’elueix a 150 mM i es precipita amb una saturacié de sulfat d’amoni del
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 d’imidazole. Es prepara una
columna d’afinitat de metall amb Ni(II)-immobilitzat. Després de carregar-
se la columna, es llava amb el tampé i s'utilitza un gradient de 0,25 a 20
mM d’imidazole, obtenint-se I|'activitat nitrat reductasa a 9mM. Les
fraccions que contenien activitat nitrat reductes s’agrupen i es concentren
mitjancant ultrafiltracidé. Finalment, s’aplica a una cromatografia d’exclusié
per mig de HPLC a 24 °C amb una columna TSKG 300 SW. El tampé per
a la cromatografia és MOPS-NaOH 20 mM a pH7, NaCl 0,5 M, fluint a 3 ml
per minut (Berks et al., 1994).

En altres exemples més recents i més rapids, la fraccié periplasmatica es
carrega a una columna de DEAE-cel-lulosa equilibrada amb 10 mM de Tris-
HCl a pH 8, sent llavada 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 la subunitat catalitica o NapA, es carrega |’elucié anterior a una
columna de butil-Sepharose equilibrada amb Tris-HCI10 mM, pH 8, NaCl
3 Mi 2% de glicerol. Per a I'elucid s’utilitza un gradient de 3 a 0 M NaCl,
aconseguint-se la subunitat al final. Per acabar, la NapA s’obté finalment
amb una columna de Superdex-200 equilibrada amb Tris-HC| 10 mM, pH
8, NaCl 100 mM i 2% de glicerol utilitzant filtracié en gel (Jepson et al.,
2007).

4.3. Estabilitzacio

Tot i que després d’haver purificat ja obtinguem I’enzim actiu, el vertader
repte comenca a partir d’aquest punt. Els enzims purificats ja no es troben
en el seu ambient natural i, per tant, la seua estructurai, en con,sequéncia,
la seua activitat, poden no mantindre intactes indefinidament. Es a dir, els
enzims s’enfronten a les agressions de I'ambient i poden sofrir
desnaturalitzacions. Per exemple, un dels principals problemes als qual
s’enfronten els enzims solubles és al contacte amb I'atmosfera ja que sén
extremadament sensibles a |'oxidacié i aquesta pot provocar que perden
la seua estructura terciaria i causar una rapida pérdua d’activitat (Lowe i
Evans, 1964). Per aix0, és molt important obtindre un bon protocol per a
estabilitzar els enzims i conservar-los intactes per a realitzar la bioneteja
alla on siga necessari. Aquest problema existeix, de fet, al llarg de tot el
procés d’extraccid i purificacié, encara que siga parcial, pel que hi ha que
prestar una especial atencid a la proteccid de |'activitat i fer el protocol el
més curt millor.
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L'estabilitzacié es pot dividir en dos tipus: estabilitzacié termodinamica,
gue es centra en evitar la desnaturalitzaciéo immediata, i I'estabilitzacio a
llarg termini, que es focalitza en la resistencia a la inactivacio irreversible
(Iyer i Ananthanarayan, 2008).

Hi ha moltes condicions que s’han de tindre en compte a |'hora de
I'estabilitzaci6 com poden ser la temperatura, la pressid, el pH, la
preséncia d’agent inhibidor o la resisténcia a altes concentracions de sal.
Per aix0, també existeixen diferents tipus d’estabilitzacié. Per exemple,
I'estabilitzacié es pot buscar abans de la purificacié mitjangant I’enginyeria
genetica per a que, modificant bacteris mesofils que produeixen enzims
més estables, es puguen aconseguir enzims d’extremofils amb més
rendiment. Per altra banda, d’'una manera més senzilla és pot buscar
I'estabilitzacié mitjancant la immobilitzacié a un suport o afegint additius
estabilitzadors (Iyer i Ananthanarayan, 2008).

La immobilitzacié és una de les estratégies més utilitzades i millor
valorades per a l'estabilitat del enzims. Aquesta técnica permet crear un
microambient protector que ailla I'enzim de condicions desfavorables
mitjancant la unié un suport solid (Iyer i Ananthanarayan, 2008). A més
a més, aquest tipus d’estabilitzacié és molt interessant per a la bioneteja
ja que, per a aplicar el bacteri o I'enzim sobre la pintura, moltes vegades
és necessita d'un suport que permeta el contacte entre la superficie i
l'agent actiu.

Hi ha diferents tipus d'‘immobilitzacié (Figura 10), perd destaquen sobretot
la creacié d’interaccions sobre el suport com els enllagos covalents,
I'adsorcid fisica o electroestatica, I’'encapsulacié de I'enzim dins d’una
membrana, atrapar I’enzim dins d’'una matriu polimerica o mitjangant la
formacid d’enllagos covalents creuats (Sirisha et al, 2016). Per tant, ens
trobem amb diferents tipus d’unidé de I'enzim al suport, des d’enllagos forts
fins a interaccions debils superficials. Com avantatge, la immobilitzacié no
sol afectar a 'estructura de I'enzim i aquest roman més estable i protegit
de la desnaturalitzacio, pero al tractar-se d’un espai limitat, ens podem
trobar amb perdues de massa total i, si el suport sofreix de qualsevol
problema, es poden produir fugues d’enzims (Zucca et al., 2016).
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La immobilitzacié de nitrat reductases actives és possible i hi ha diferents
exemples en la bibliografia. Podem considerar per un banda
I'encapsulament de Nap bacteriana en sol-gel. Aquest procés és
relativament senzill i sols necessita de dos passos. En primer lloc, el silica
sol de catalitzacié acida es tracta mitjancant sonicacié en un bany gelat
de tetrametilortosilicat (0,92 ml), aigua desionitzada (0,54 ml) i HCI (0,05
mol I't, 12,5 ul) durant 30 minuts. Aquest precursor del silica-sol es
barreja a parts igual amb la solucié formada pel tamp6 fosfat (25 mmol-
a pH 7) i la Nap purificada. Aquesta solucid es transfereix al costat d’'una
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
tampo fosfat (50 mmol It a pH 7,6). El emmagatzematge pot durar fins
una setmana, perd renovant el tampo el dia 4, ja que el sol-gel no pot
resistir en un ambient sec. El resultat és un gel format per xicotetes
encapsulacions de I'enzim (Aylott et al., 1997).

Per altra banda, també hi ha diferents formes de construir matrius que
atrapen la nitrat reductasa activa. Per exemple, la formacié d’una matriu
d’argila que atrapa la nitrat reductasa. Per a formar-la, es crea una
suspensié aquosa de 22 ul que conté 1 mg/ml de laponita, 6 pl/ml de
glutaraldehid i I'enzim sobre una superficie vitrica de carbd. La barreja es
seca al buit per a crear la matriu i es submergeix en Tris 0,1 MapH 7,5
i en agitacié durant 20 minuts per a eliminar I'enzim no adherit (Cosnier
et al., 2008). Altre exemple, busca la formacié d'un polimer amb nitrat
reductases: 0,2 mg de I’enzim es barregen en una solucié aquosa a pH
7,5 amb 113,3 mg de nitrat, 375 mg d’acrilamida i 20 mg de N,N’-metile-
bis(acrilamida) i es fa polimeritzar per a formar una matriu tridimensional
de poliacrilamida. La nitrat reductasa atrapada en aquesta matriu manté
un 55% de la seua activitat nativa (Willner et al., 1990).

Els additius s’han convertit també en una forma molt popular de mantindre
estable I'activitat dels enzims. No obstant aix0, alguns additius poden
afectar a la forma final d’utilitzar-los, per tant, s’ha de tindre molt clar
quins tipus es poden utilitzar segons I'enzim i segons la seua utilitat final.
Els additius que es poden utilitzar per a I'estabilitzacié poden ser de molts
tipus. Per exemple, es pot utilitzar I'addicié de lligands o substrats que
mantinguen a l'enzim actiu. Aquests substrats poden ser des de NAD* i
NADH, fins al lactat, la glucosa o la lactosa, entre altres. També es poden
utilitzar diferents sals per a estabilitzar enzims. Tanmateix, aquesta
estabilitzacié pot arribar a ser molt especifica i és molt dificil arribar a fer
un protocol comu. En general, depenen de I'enzim i de la seua activitat es
poden utilitzar additius molts variats com sucres, glicerol o polimers entre
altres (Iyer i Ananthanarayan, 2008).

A més a més, les possibilitats de I'estabilitzacié sén molt més amples
perque les diferents técniques no sén excloents. Mitjancant la combinacié
de diferents métodes es pot arribar a aconseguir que I'activitat de I'enzim
perdure bastant en el temps. Per exemple, en la immobilitzacié mitjancant
encapsulament, es poden utilitzar additius com osmolits per a aconseguir
una bona estabilitat térmica de les proteines (Brennan et al., 2002).
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4.4. Caracteritzacio

De forma complementaria a |'estabilitzacio, es troba la realitzacio de la
caracteritzacié. Per una banda, la del bacteri per a saber quan es pot
obtindre el maxim d’expressié dels enzims i, per l'altra, la dels enzims en
si, per poder controlar la seua activitat i el rendiment.

4.4.1. Caracteritzacio de I'activitat desnitrificant de
Pseudomonas stutzeri

Es important conéixer les condicions a les quals el bacteri té els nivells
d’activitat desnitrificant més alts per poder aconseguir la major quantitat
d’enzim purificat possible. En el cas de la quantitat de substrat, per
exemple, concentracions per davall de 2 mg per litre de nitrats i d’oxigen
donen com a resultat majors nivells de nitrat reductasa (Blimle i Zumft,
1991).

Els principals factors que afecten a |'activitat desnitrificants dels bacteris
son la temperatura, la quantitat d’oxigen dissolt, el pH i la relacié C/N
(Huang et 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, pero limitat
a certs ceps, (Lalucat et al., 2006), la veritat és que els enzims
desnitrificants de molts ceps pareixen sensibles a la temperatura (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 ASM-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 ZF31, el rang optim de pH es
situa entre 7 i 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 si, es pot apreciar que |'efecte del pH sobre I'activitat depéen
dels ceps.

En general, una relacid baixa de C/N (al voltant de 5) comporta que
I"activitat desnitrificant i el consum de nitrats siguen menors. Per tant,
guan més alta siga aquesta relacié millor, tot i que, depenent del cep, amb
una relacio d’ entre 6 i 10 I'activitat ja és relativament prou eficient (Huang
et al., 2015; Zhao et al., 2018).

Finalment, la quantitat d’oxigen dissolt depen de l'agitacié. A nivells
estatics i, per tant, a menor concentracié d’oxigen dissolt, I'activitat nitrat
reductasa és relativament baixa. A mesura que augmenta la concentracié
d’oxigen, també augmenta el consum de nitrats, per tant, a més oxigen
dissolt més activitat desnitrificant. No obstant aixd, pareix que també hi
ha un limit de concentracié que pot arribar a inhibir I'activitat. Aquesta
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inhibicié també depen del cep (Huang et al., 2015; Zhao et al., 2018). En
aquest sentit també és interessant saber que I'expressié de I'enzim Nap
esta moltes vegades condicionada per I'estat redox del bacteri, que al seu
torn esta condicionat pels requeriments energéetics (Tamegai et al., 2007).

4.4.2. Caracteritzacio dels enzims

Quan es comprenen les condicions que afecten a la desnaturalitzacid i a
la pérdua d’activitat d’un _enzim, es poden controlar millor aquests
processos de desactivacid. Es a dir, és molt important conéixer en quines
condicions un enzim té els seus maxims nivells d’activitat catalitica o quan
es produeixen les baixades d’aquesta o la seua inactivacio irreversible per
poder estabilitzar i extraure el millor rendiments de I'enzim (Iyer i
Ananthanarayan, 2008).

Per a assajar l'activitat nitrat reductasa es poden utilitzar diferents
donadors d’electrons com poden ser NADH, NADPH o FMNH, (Amy i
Garrett, 1980). També es pot utilitzar el viologen de metil (Blimle i Zumft,
1991; Ellington et al., 2003) o blau de metilé entre altres (Borcherding et
al., 2000). Es destacable que, a sovint, ambdds 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).

Els assajos per a estudiar I'activitat de les nitrat reductases sén bastant
similars i les diferéncies es basen sobretot en el tipus de donador
d’electrons. Un dels més utilitzats és el viologen de metil i hi ha diferents
exemples. En un d’ells, es preparen diferents dilucions de I'enzim de 0,3
a 0,8 U/ml, i 20 pl es barregen amb 160 pl tampd d’incubacié format per
fosfat de potassi 0,05 M a pH 7,5, 1,48 mM de viologen de metil i 30 mM
de nitrat de sodi. S'utilitza una solucid de nitrat estandard de 0 a 10,9 mM
per a calibrar. Per a iniciar el test s’afegeixen 20 ul de ditionit de sodi 320
mM. Després de 4 minuts d’incubacié a la temperatura d’estudi, 20 pl de
la reaccid 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 fotometricament amb una longitud d’ona de 546
nm (Borcherding et al., 2000). El cas del viologen de metil com a donador
també s’ha donat en altres experiments i els assajos son molt similar, amb
variacions minimes (Blimle i Zumft., 1991).

En quan al NADH com a donador d’electrons, la reaccié es forma amb 10
mM de KNOs, 0,056 M de HEPES a pH 7, 0,5 mM de NADH en tamp9 fosfat
0,04 M a pH 7,2 i I'enzim per a fer 1,5 ml. La reacci6 comenga quan
s'afegeix el NADH i s’incuba durant 15 minuts per ser, finalment,
interrompuda amb HCI i NED. Els resultats es mesuren fotometricament a
340 nm, que correspon amb la longitud d’ona diferencial entre NADH i la
seua forma oxidada NAD* (Nakagawa et al., 1984).
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4.4.2.1. Caracteritzacié de Nar

El rang de temperatura de l'enzim és prou ampli, mantenint la seua
activitat des dels 4 °C fins als 76 °C, sent aquest Ultima la temperatura,
a partir de la qual l'enzim ja comenca a patir desnaturalitzacions
(Borcherding et al., 2000).

La constant de Michaelis (Km) 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 Ku es situa en 3,8 mM quan es
solubilitza per calor i s’utilitza com a donador d’electrons el viologen de
metil. A més a més, es produeix inhibici6 competitiva per azida i cianur
(Blimle i Zumft, 1991). Altres compostos que també inhibeixen I'activitat
nitrat reductasa sén el tiocianat i el tolue-3,4-ditiol (Hochstein i Tomlison,
1988).

En el cas de I'enzim parcial format per les subunitats a es mostra una
activitat, molt superior a altres Nar com la d’Escherichia coli o Paracoccus
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 Ku registrat es de 3,2 mM, més baix que
I'’enzim complet i per tant, d’'una major afinitat pel seu substrat. En quant
als inhibidors, pot resistit al clorat de sodi fins als 100 mM i, tot i ser
inhibida per I'azida de sodi, a altes concentracions de nitrat es pot superar,
ja que es tracta d’una inhibici6 competitiva (Hettmann et al., 2002). En
general, el pH optim de la Nar es troba al voltant de 7,5 i 8 (Borcherding
et al., 2000).

L'efecte d’altres additius també ha sigut estudiat. Per exemple, la
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 clorat. Per altra banda, s’ha
provat que la concentracidé de sal no té un efecte directe sobre la seua
activitat, al menys des d’1 fins a 1000 mM de clorur de sodi. Altres additius
com la seroalbumina bovina (BSA) també poden afectar, perd els seus
efectes sdn minims i no tenen correlacio, tot i que la seua presencia pot
reduir el risc de degradacid per proteases (Borcherding et al., 2000).

4.4.2.2. Caracteritzacié de Nap

En general, al ser enzims relativament similars, Nap i Nar comparteixen
moltes caracteristiques, com per exemple |'estabilitat d’activitat al voltant
d'un pH entre 7 i 8. No obstant aix0, també hi ha diferencies apreciables
com que la Nap és insensible a concentracions d’azida a les qual Nar si
que ho és (Berks et al., 1994; Steenhoudt et al., 2001).
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4.5. Aplicacio dels enzims

L'4ltim pas és, per tant, l'aplicacié directa de I'enzim sobre la zona
danyada de la pintura. Aquest pas és molt important, ja que aplicar I’enzim
d’'una manera o una altra pot influir en I'activitat final de I'enzim. A més a
més, aquest punt enllaga directament amb |'apartat de |'estabilitzacid, ja
gue els additius o el tipus de suport utilitzats poden condicionar el métode
final d’aplicacié. Per altra banda, no és sols la forma d’aplicacié; també és
molt important controlar les condicions i el temps. L'execusié bioneteja
pot durar entre unes poques hores fins a mesos, no obstant aixo, el temps
d’exposicié al qual pot estar sotmes la pintura és molt reduit: entre 90
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 mural durant massa temps o ser una neteja ineficient per fer I'aplicacié
massa rapidament.

L'aplicacié es pot fer de diverses maneres i mitjancant diferents suports
(Figura 11). Es poden utilitzar pinzells o coté per a subministrar el cultiu
bacteria directament sobre els desperfectes. Per l'altre costat, també es
pot utilitzar un suport per a mantindre el cultiu bacteria com pot ser el
agar-agar, l'agarosa, un carbogel, una capa de coté impregnat pel cultiu
o0 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 reaccié
estable, es poden utilitzar instruments per a establir una temperatura
continua com per exemple, 1’'Us d’un llum de calor per infrarojos (Bosch-
Roig et al., 2019).
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Figura 11. Diversos procediments d’aplicacié sobre la pintura mural. (Bosch-Roig
et al., 2015).

En l'aplicacié de I'enzim pur directament sobre la pedra, alguns estudis
han demostrat que el rendiment més alt s'aconsegueix amb una brotxa,
ja que els pels que la conformen permeten crear una mena de pressié
mecanica suau i repetitiva que ajuda a augmentar el rendiment. Aquesta
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comparacié es va fer sobre altres dos méetodes que no requereixen de
pressid repetitiva com soén el hisop i els discs de paper. A més a més,
aquestes 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 recalcar que en aquest
cas es buscava eliminar material organic i es treballava amb proteases i
col-lagenases (Ranalli et al., 2005). L’estratégia a seqgui també pot ser
submergir el material a tractar en una soluci6 amb I’enzim i diferents
concentracions de compostos i additius (Valentini et al., 2010). No obstant
aix0, en aquest cas es tracta d’una practica desaconsellable pel perill que
suposa submergir directament una pintura en un liquid.

Tot i que I'aplicacié mitjancant la brotxa pareix la millor opcid, la utilitzacié
d’un suport no s’ha de descartar. Per exemple, la utilitzacié de una capa
de cotd 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 (Ranalli et al., 2005). No obstant aix0, cal recalcar
que el cotd aplicat de forma vertical pot causar danys (Bosch-Roig et al.,
2013). L'agar també és una opcid a tindre en ment, ja que és un material
que ja s’ha utilitzat amb molt d’exit (Bosch-Roig et al., 2013) i, a més a
més, al ser un material molt util en I'estabilitzacié enzimatica, es poden
combinar ambdéds procediments (Zucca et al., 2016).

Finalment, quan s’aplica I'enzim, també s’ha de tindre en compte la seua
retirada. L'aplicacié es sol fer en condicions d’humitat, que a llarg termini
poden causar danys com el despreniment de la pintura. En eixe sentit,
també s’han de controlar certes técniques que produeixen un secat massa
rapid, el que pot afectar negativament a la pintura de manera directa o
indirecta, ja que la bioneteja no s’acompleix totalment (Ranalli et al.,
2005). Per acabar, també s’'ha de realitzar una eliminacié total del
material, ja que si queden restes organiques sobre la pintura, es poden
crear ambients proliferatius de microorganismes nocius o produir dany
estetic directament. En aquest sentit, es poden utilitzar solucions de
neteja amb aigua destil-lada o de tampd de carbonat. Aquest procés s'ha
d’aplicar amb molta cura, realitzant passades amb una esponja de forma
suau, i intentant utilitzar la minima quantitat d’aigua possible, per a no
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 després de 6 dies d’'incubacié a 37 °C i, per tant, es van
descartar per a I'experiment. Per altra banda, del cep 5190, els dos cultius
del cep van créixer perfectament en les 3 plaques, per tant, es decideix
seguir I'estudi amb ells.

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
coincidéncia amb Pseudomonas stutzeri.

No obstant aix0, al realitzar-se les proves de desnitrificacié en els medis
MD i CN sembrats amb les colonies 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 aquest 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 signe d'interrogaci6 de la prova MAN (fermentacié/oxidaciéo de mannitol) no aporta res
significatiu, ja que siga “+” o “-”, el resultat segueix sent Pseudomonas stutzeri amb una
diferéncia del 0,5 %: 99,9% i 99,4% respectivament.

5.3. Resultats de les proves desnitrificants

La primera comprovacié es va fer directament sobre els tubs del medi CN
sembrats a partir de colonies de les plaques de recuperacié. Després de 3
dies d’incubacié a 30 °C es va mostrar |I'aparicié d’una bombolla dins de
la campana Durham invertida. No obstant aix0, tot i que si que hi ha indicis
de consum de nitrats, la bombolla era massa xicoteta.

El seglient pas va ser realitzar el test de nitrats i de nitrits. En ambdds
medis es realitza un control amb tubs sense sembrar que ha de ser positiu
per als nitrats 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 tracta d’'un medi molt saturat
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 bons i els resultats de les colonies
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
I'anterior pero els resultats del medi CN mostraren que hi ha més nitrits
(Figura 15). Finalment, es va realitzar una prova amb el reactiu de Griess.
En el medi MD no hi ha reaccid perqué els nitrats i els nitrits s’han
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 de 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 dalt
la de nitrits. El color morat indica que és positiu i la intensitat la concentracié. Com
s’‘observa, la quantitat de nitrats és major en el medi CN que en el MD. La tira 2 és la
prova de nitrats, la 3 la de nitrits de 0,1-3 g i la 4 la de nitrits de 2-80 mg. En el medi MD
totes sén negatives perquée s’ha consumit tant el nitrat com el nitrit. En el medi CN es
mostra que encara hi ha molt de nitrat, perd la coloracié lleugerament morada de les
proves de nitrits, revela que s’ha consumit una part.

Figura 16. Resultats de la prova del reactiu de Griess. A I'esquerra esta el tub del
medi MD i a la dreta el de CN, ambdds 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 la situacié d’excepcid, la major part de la part experimental no
s’ha pogut realitzar com es tenia previst. Per aquest motiu, aquest punt
anira dedicat no sols a l'analisi de les dades obtingudes siné també a la
comprensio i sintesi dels diferents procediments experimentals que han
fet altres autors per a poder, amb una base ferma, dissenyar un protocol
propi adaptat a les nostres necessitats.

En primer lloc, entrant a valorar les dades que s’han realitzat, queda clar
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 s’haja utilitzat per a netejar les pintures de
I’'Església dels Sants Joans; també perque les proves realitzades en el
laboratori aixi ho han demostrat. Per altra banda, els tests de les tires de
nitrats i nitrits també ha permeés 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 concentracié és més baixa, com el
MD. Aquesta observacio es confirma amb estudis d’altres autors (Blimle i
Zumft, 1991).

En I'estudi de la purificacié dels enzims, tot i que la recerca de protocols
s’ha realitzat de forma separada per a cadascun, és interessant arribar a
un procediments unificat. Aixo, no és impossible; de fet és relativament
senzill, ja que al tractar-se d’enzims que es situen en dos llocs diferents
de la cel-lula, mitjangant fraccionament subcel-lular, es pot aconseguir.

En primer lloc, amb motiu d’aconseguir la fraccié periplasmatica, es poden
descartar directament els métodes que fan servir cloroform i polimixina,
ja que, tot i que si que permeten fraccionar el periplasma, aquests
metodes tan agressius solen fer malbé la membrana plasmatica, creant
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 fraccid
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 aixd, protocols més
actuals, mostren que I'EDTA a baixes concentracions no té perque
provocar problemes (Alefounder i Ferguson 1980; Carter et al., 1995).

Per altra banda, el metode que més pareix utilitzar-se és la formacié
d’esferoplasts, ja que permet separar el periplasma de la resta de la
cel-lula, mantenint una bona integritat. No obstant aix0, aquest metode
té diferents protocols, que tot i ser molt similars, presenten xicotetes
diferéncies que poden marcar el resultat final. De tots els estudiats, hi ha
una metode que es repeteix varies vegades amb prou d’éxit: aquest és la
formacid d’esferoplasts mitjancant I’'Us de lisozim i sacarosa. Per una
banda, en el treball d’Alefounder i Ferguson (1980) , ambdds protocols
que utilitzen sén exitosos, pero destaca sobretot el segon, el 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 i que indica que la pérdua d’activitat nitrat
reductasa en comparacié a cél-lula completa pot variar des d’un 16% fins
a un 61% en cada fraccié, també observa que d’aquesta activitat final, el
80% correspon al periplasma, el que pareix mostrar que el protocol no fa
excessivament mal a la Nap. Per altra banda, esta |'estudi del gruo
d'Imperi (2007) on comparen 3 metodes de fraccionament del periplasma:
xoc osmotic, esferoplasts per lisozim i sacarosa i esferoplasts per lisozim
i MgCl,. En aquest cas, també és el protocol amb lisozim i sacarosa el que
destaca perqué permet obtindre un periplasma amb més proteines actives
i amb més quantitat d’aquestes. Cal afegir que també s’utilitza EDTA en
aquest procediment. Finalment, l'estudi de Pages et al. (1984) també
descriu un meétode similar.

Per a I'obtencié de la fracci6 membranosa es pot utilitzar una combinacio
dels metodes dels grups de Hettmann (2002) i Carter (1995). Es a dir, els
esferoplasts es poden tractar amb ultrasons per a eliminar, seguidament,
mitjancant filtres, la fraccid del citoplasma. Un ultim pas seria la realitzacié
d’ultrafiltracions per a obtindre la fracci®6 membranosa.

Abans de passar a la purificaci6 en si, és molt interessant valorar
seriosament la purificacié completa o parcial de I'enzim Nar. Com mostra
Hettmann et al. (2002), I'enzim pot mantindre la seua activitat amb sols
les subunitats aB, prescindint de la y. Ara bé, aquesta activitat es veu
afectada. Dels dos meétodes que mostra per a la purificacid parcial de
I'enzim, el métode I sols manté un 30% de l'activitat nitrat reductasa en
comparacié a I'enzim complet, mentre que el metode II augmenta fins un
70%. No obstant aix0, I'enzim complet té una Ky major (és a dir, menor
afinitat) i necessita, per tant, molt més temps per a realitzar la reaccié
que la subunitat aB. A més a més, lI'enzim complet es satura a
concentracions de nitrats més baixes. Ago s’explica perque al existir la
subunitat y, els donadors d’electrons necessiten reduir-la a ella primer, el
gue requereix d’'un temps molt llarg. Per altra banda, la seua abséncia
permet que aquests donadors arriben més rapidament al centre catalitic,
accelerant el procés. Per tant, tot i que hi ha una perdua d’activitat, I'enzim
parcial pareix molt més aplicable que el complet. A més a més, el métode
II permetria unificar els protocols de purificacié de Nar i Nap (Hettmann
et al., 2002).

Per tant, el protocol de purificaci6 comengaria amb la formacidé dels
esferoplasts i I'obtencid de la fraccid periplasmatica. Tenint en ment que
guasi tots els protocols sén similars i que el de Carter et al. (1995) es basa
en l'analisi de lactivitat nitrat reductasa d'un bacteri del génere
Pseudomonas, pareix aquest ultim el protocol més adequat.

Abans de realitzar aquesta purificacido, és important realitzar una
caracteritzacié del cep. Amb aquesta, es podra fer la purificacié6 amb el
cultiu on es donen les millors condicions per a |'activitat nitrat reductasa.
No obstant aix0, és important tindre en compte que al tractar-se de dos
enzims, eixes condicions no tenen perque beneficiar a I'expressio dels dos
enzims per igual i, per tant, que els nivells de purificaci6 poden ser
desiguals. Com aquesta prova no s’ha pogut realitzar en el laboratori,
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encaro no ho podem saber. Per altra banda, amb els treballs previs si que
podem fer una aproximacié 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
concentracié d’oxigen dissolt, seria interessant estudiar la concentracié
limitant del cep 5190.

Seguint amb la purificacid, les cél-lules sembrades en el cultiu liquid es
centrifuguen durant 20 minuts a 5000 g i s'utilitza un tampd format per
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-HCl 10 mM a pH 7,3. La
suspensié es barreja amb 200 ml de Tris-HCI 200 mM pH 7,3, 0,5 mM de
sacarosa i 0,5 mM de d’EDTA i 50 mg de lisozim. Finalment, s’afegeixen
200 ml d'aigua i s’incuba 2 hores a 30 °C. Seguidament, es realitza una
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 ultracentrifugacié
per a separar les membranes del citoplasma. En aquest punt, la fraccié
membranosa i la fraccié periplasmatica ja estan separades de la cel-lula
completa. Per a la purificacié de les proteines, podria ser interessant
utilitzar una combinacié del metode II de Hettmann et al. (2002) i del
protocol del grup de Jepson (2006), ja que ambdds processos son
compatibles i es poden unificar. La fracci6 membranosa s‘incuba a 40 °C
durant 3h amb clorhidrat de guanidi 140 mM, EDTA 3 mM, Tris-HCl 25
mM, pH 7,2. La suspensié es refreda a temperatura ambient i en aquest
punt és on es pot intentar el pas comu, ja que per a la purificacié utilitzen
una columna de cromatografia del tipus DEAE. En el cas de I'enzim Nar,
I'elucié es realitza amb NaCl 400 mM, Tris-HCI 25 mM a pH, mentre que
en el cas de Nap, I'elucié es realitza amb 30 mM KCl i 10 mM Tris-HCl a
pH 8. Es possible que qualsevol dels dos metodes fora valid, pero és
necessari realitzar pobres per a comprovar-ho. En el cas de Jepson et al.
(2006), aquesta elucidacio es produeix sobre la subunitat NapA, que és la
catalitica de les Nap heterodimeériques i que és molt semblant a les Nap
d’'una sola subunitat, per tant, podria ser extrapolable a qualsevol tipus
de Nap.

Seguidament, es realitzaria la caracteritzacié dels enzims. En aquest cas,
succeeix el mateix que amb la caracteritzacié del cep, per tant ens hem
de basar en les dades d’altres investigacions. En aquest cas, ambdods
enzims tenen un pH optim neutre i actuen a les mateixes temperatures.
Per tant, durant I'aplicacio, €s relativament senzill controlar les reaccions,
ja que no necessiten condicions particulars. Es suficient mantenint un
ambient neutre i establint una temperatura amb ajuda de, per exemple,
un llum d’infrarojos (Bosch-Roig et al., 2019). En el cas d’haver de
realitzar la caracteritzacid, els meétodes de Borcherding (2000) o de Bliimle
i Zumft (1991) serien acceptables, ja que el viologen de metil és un bon
donador d’electrons per als dos enzims, mentre que el NADH, no per a
Nap. De qualsevol manera, caldria comprovar-ho experimentalment.

Paral-lelament, per a |'estabilitzacié dels enzims la immobilitzacié a un
suport és, probablement, la millor opcid6 en aquest cas perque permet
crear un suport funcional util per a I'aplicacié sobre la pintura mural. Com
hem vist, alguns suports que formen matrius amb la nitrat reductases
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poden mantindre més de la meitat de I'activitat nativa d’aquesta (Willner
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, I'opci6 més convenient siga la del grup d'Aylott
(1997), ja que la formacié d'aquest sol-gel no sols manté I'activitat durant,
al menys, una setmana, també brinda I'oportunitat de encapsular amb la
Nar i la Nap, additius com el viologen de metil per a que actue com a
substrat estabilitzador (Iyer i Ananthanarayan, 2008).

Finalment, préviament a I'aplicacio, caldria fer proves de laboratori sobre
una superficie que copie les caracteristiques d’'una pintura mural amb
eflorescéncies de sal. D’'aquesta manera, es podria saber quin de tots els
metodes de immobilitzacié és el més adequat o provar d’altres més
senzills com la brotxa o el cotd, per comprovar la seua efectivitat. Per altra
banda, aquestes proves també permetrien saber si la técnica és perjudicial
per a la pintura i ajudarien a crear un protocol adequat per a I'elaboracié
posterior.

Les perspectives de futur amb la bioneteja s6n molt amplies i diverses.
Com ja s’ha dit anteriorment, aquesta tecnica és relativament nova i, per
tant, molts camps d’investigacié segueixen oberts o per descobrir. La
quantitat de ceps que es poden utilitzar és molt gran i aquesta xifra encara
augmenta més si utilitzem I'enginyeria genética per a millorar-los de cara
a la biorrestauracié. De la mateixa manera, les técniques de purificacio,
estabilitzacid i aplicacié també sén molt variades, el que ens deixa un mon
molt obert per a la construccié de protocols.

A més a més, els propis problemes que mostra el patrimoni també sdn
diversos i apareixen nous continuament. Per tant, la necessitat d’utilitzar
tecniques o microorganismes de forma innovadora esta fortament
present. Per altra banda, la biorrestauracié també deu anar més enlla i no
centrar-se sols en la bioneteja. Per exemple, els danys causats al
patrimoni sén provocats moltes vegades per problemes de conservacié.
Un exemple és que edificis antics com catedrals o esglésies, construits
amb material inflamables com la fusta (moltes vegades deteriorada pel
temps), actualment es troben més amenacgades pel foc que antigament
per culpa de les instal-lacions eléctriques, pels nous materials o per
actituds negligents, com s’ha pogut veure en els incendis de Notre Dame
(2019) i de la catedral de Nantes (2020), en Franca. Les possibilitats dels
enzims bacterians van més enlla de la desnitrificacid que és l'objecte
d’aquest treball, per exemple, |'aplicacid d’altres hidrolases (lipases,
proteases, amilases, esterases...) per a eliminar residus adherits de
diversa naturalesa o inclus corregir restauracions deficients previes (Palla,
2007). Per tant, seria molt interessant i revolucionari arribar a crear
tecniques amb microorganismes que no sols ens ajuden a netejar, sind
també a conservar el nostre patrimoni per a les generacions futures.
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7. Conclusio

Per una banda, la purificacio, tant de I'enzim Nap com de I’enzim Nar, es
pot realitzar sense perdre excessivament activitat nitrat reductasa. Per
altra banda, aquesta activitat 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
que ajuden a mantindre aquesta activitat. També, en relaci6 amb
I'aplicacio, s’ha observat que els enzims aillats es poden utilitzar per a la
bioneteja de la mateixa manera que es fa amb els microorganismes
complets.

Finalment, existeixen motes técniques similars i diferents per a arribar al
mateix punt, com s’ha pogut observar, per tant, no hi ha una sola
metodologia correcta i seria molt interesant provar les més interessants
per a trobar la que millor podria encaixar en aquest projecte.
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