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Resumen  

 

Introducción. Las lacasas (E.C. 1.10.3.2) son enzimas oxidoreductasas multicobre de 

gran importancia e interés biotecnológico, debido a su alto potencial oxidativo y a que 

durante la catálisis generan H2O en lugar de H2O2. Las lacasas son útiles para remover 

(a través de la decoloración) colorantes sintéticos, oxidar compuestos fenólicos y 

degradar pesticidas, entre otros. No obstante, para asumir la producción, 

comercialización y uso a gran escala de las lacasas, es importante conocer la estabilidad 

y la vida media de la enzima (t1/2); lo que permitiría proponer condiciones de uso y 

almacenamiento, ajustadas a las características y origen de cada enzima.  

 

Objetivos. Producir a escala de 10 L, la enzima recombinante rPOXA 1B de Pleurotus 

ostreatus expresada en Pichia pastoris para la remoción de color en agua residual 

coloreada de laboratorio (CLWW) y conocer la estabilidad a tiempo real y acelerada de 

la misma.  

 

Metodología. Se utilizó la cepa recombinante Pichia pastoris X33/pGAPZaA-LaccPost-

Stop (Clon 1) para la expresión de la lacasa POXA 1B (rPOXA 1B) de Pleurotus ostreatus. 

Se estandarizó la técnica para la detección de la actividad enzimática a través de dos 

diseños experimentales, un “D-optimal Design” y un “D-optimal Design (irregular)” 

para identificar las mejores condiciones de deteción en tampón acetato y tampón 

citrato respectivamente. El complejo enzima-sustrato fue evaluada mediante análisis 

de acoplamiento molecular empleando Autodock Vina. Luego se llevó a cabo la 

producción de 3 lotes de rPOXA 1B (L1, L3 y L4) en biorreactor a escala de 10 L con 

volumen efectivo de trabajo (VET) de 6 L, empleando un medio de cultivo previamente 

mejorado en nuestro grupo de investigación. Se optimizó (a escala de laboratorio) un 

medio de cultivo de bajo costo a través de la implementación de tres diseños 

experimentales; dos “Central Composite Design” (CCD-1 y CCD-2), seguidos de un “One 

Factor Experimental Design” (OFED). Se demostró (a escala de laboratorio) el efecto de 
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la adición de metanol (CH3OH) después del agotamiento de la glucosa (C6 H12O6) para 

lo cual se utilizaron cuatro medios de cultivo diferentes con y sin adición de CH3OH. 

Para los estudios de estabilidad a tiempo real (RTS) con duración de 1 año, se utilizó 

parte de los concentrados enzimáticos (impuros y sin preservantes) provenientes de 

los lotes L1, L3 y L4, para lo cual se implementaron cinco temperaturas teóricas, -30, 4, 

25, 30, 35 y 40 °C, [243.15, 277.15, 298.15, 303.15, 308.15 y 313.15 K] y utilizando la 

ecuación de Arrhenius se evaluó la estabilidad acelerada (AS) del concentrado de 

rPOXA 1B. El RTS fue soportado computacionalmente con estudios de dinámica 

molecular (MD) a cuatro temperaturas diferentes (-32, 5, 25 y 41°C); [241, 278, 298 y 

314 K] muy cercanas a las evaluadas experimentalmente. Otra parte de los 

concentrados enzimáticos de los lotes L1, L3 y L4 se utilizaron en la remoción de 

colorantes en aguas residuales coloreadas de laboratorios (CLWW) de prácticas e 

investigación de la Facultad de Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana, Bogotá, 

D.C., Colombia. Se realizaron tres procesos (P1, P2 y P3) de remoción, empleando 

CLWW a 1500 unidades de color (UC), en una Planta Piloto de Tratamiento que consta 

de un tanque de homogeneización, neutralización y mezcla de 20 L, seguido de un 

biorreactor de aireación prolongada (flujo turbulento y oxígeno de disolución > 1 mgL-

1) de 15 L con 10 L de VET, a temperatura ambiente del laboratorio (~19 ± 3 °C) y con 

un tiempo de retención hidráulica de 72 h, seguido de dos filtros de arena cuarcítica. 

Durante el curso de la investigación y de acuerdo a la exigencia de cada metodología, se 

midió: actividad enzimática (UL-1), concentración de proteínas (mg mL-1), 

concentración de azúcares reductores (gL-1), actividad específica (Umg-1), biomasa (gL-

), velocidad específica de crecimiento µx (h-1), tiempo de duplicación td (h), velocidad 

máxima de reacción Vmax (mM min-1), constante de Michaelis-Menten KM (mM), 

productividad (UL-1h-1), carbono total (CT) (mgL-1), nitrógeno total (NT) (mgL-1), 

relación carbono-nitrógeno C/N, constante de desactivación kd (meses-1), vida media 

t1/2 (meses), energía de desactivación Ed (kJ mol-1), variación de entalpía  H* (kJ mol-

1), variación en la energía libre de Gibb´s G* (kJ mol-1), variación de entropía S* (J 

mol-1K-1), carbono inorgánico (CI) (mgL-1), carbono orgánico total (COT) (mgL-1), 
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demanda química de oxígeno (DQO) (mgL-1), demanda biológica de oxígeno a los 5 días 

DBO5 (mg L-1), relación COT/NT, relación DQO/COT, pH, unidades de color UC e índice 

de germinación IG (%).   

 

Resultados. El uso de tampón citrato incrementó la afinidad de rPOXA 1B por el sutrato 

(ABTS) con una KM inferior a la del tampón acetato; las condiciones estandarizadas 

fueron pH 3.0 ± 0.2; λ420 nm, 2 mM ABTS y los análisis de acoplamiento molecular obtuvo 

un complejo de unión enzima sustrato con una energía libre de unión de -6.4 KJ mol-1. 

En biorreactor de 10 L con el medio previamente mejorado se obtuvo 8,506.95 ± 

1,993.65 UL-1 con actividad específica de 213.64 ± 55.83 Umg-1 a las 192 h de cultivo, 

usando tampón citrato. Después de la optimización estadística secuencial se obtuvo un 

medio (20 gL-1 glucosa USP, 50 g L-1 proteína de soya aislada 90 % (p/p), 11.74 g L-1 

extracto de malta, 4.91 gL-1 (NH4)2SO4, 0.16 gL-1 CuSO4 y 0.1 gL-1 cloranfenicol) 89.84 % 

menos costoso, con una actividad enzimática de 12,877.3 ± 481.2 UL-1 y actividad 

específica de 1324.58 ± 114.19 U mg-1 en 168 h, lo que significó un incremento en la 

actividad enzimática del 33.94 % con relación a los resultados en biorreactor de 10 L 

con medio mejorado. La adición de metanol después del agotamiento de la glucosa tuvo 

un efecto positivo sobre la actividad enzimática y se obtuvo 14,868.06 ± 461.58 U L-1 

con actividad específica de 1597.6 ± 76.28 U mg-1 en 192 h utilizando el medio 

optimizado de bajo costo, para un incremento de 41 % de la actividad enzimática en 

comparación con el mismo medio sin adición de metanol. En el RTS se recuperó 101.16, 

115.81, 75.23, 46.09, 5.81 y 4.83 % de la actividad enzimática relativa, a las diferentes 

temperaturas ensayadas. Los estudios de AS mostraron que el concentrado de rPOXA 

1B se puede conservar a 240.98  5.38, 277.40  1.32 o 297.53  3.88 K con t1/2 de 230.8, 

46.2 y 12.6 meses, respectivamente. Los parámetros cinéticos y termodinámicos 

respaldaron la alta estabilidad de rPOXA 1B con bajas variaciones de KM y Vmax a 

temperaturas de 240.98  5.38 y 297.53  3.88 K, Ed de 41.40 KJ mol-1 y valores 

apropiados de ∆H, ∆G y ∆S. La MD mostró que las fluctuaciones en la estructura 3D de 

POXA 1B, específicamente en regiones bucle, coils or loops con aminoácidos hidrofílicos 
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o de polaridad intermedia, así como en algunos residuos, se incrementa con el aumento 

de la temperatura; pasando de 3 residuos fluctuantes (LEU159, ALA391 y ASP429) a 278 K 

a 6 residuos (THR160, ASP266, GLU293, ALA334, ASP341 y LEU459) a 298 K y a 9 residuos 

(ASP101, THR160, GLY265, ASN297, ALA334, GLY370, ALA391, PRO393 y ASP433) a 314 K. La 

remoción de color promedio del CLWW (1500 UC) fue de 96.75 % y se logró la 

reducción de los parámetros de descarga TOC, TC, DQO y DBO5.  

 

Conclusiones. Con el medio optimizado se aumentó la actividad enzimática 33 % con 

relación al medio previamente mejorado. Se demostró el efecto positivo de añadir 

CH3OH al cultivo, después del agotamiento de la glucosa, lo que generó un incremento 

de 41 % en comparación con el medio sin metanol. Es importante destacar que la 

adición de metanol no es una opción amigable con el medio ambiente, ya que el 

concentrado enzimático se utiliza impuro y podría contener trazas de metanol, pero 

resulta de utilidad si se requiere la producción de la enzima pura para usos no 

ambientales, además, de que rompe con el hábito de utilizar estrictamente glucosa para 

la expresión de proteínas recombinantes bajo el control del promotor pGAP, como 

sucede con la mayoría de los trabajos publicados. La lacasa rPOXA 1B es una enzima 

estable, lo cual fue demostrado experimental y computacionalmente con t1/2 de 230.8, 

46.2 ó 12.6 meses, si es conservada impura y sin preservantes a temperaturas de 240.98 

 5.38, 277.40  1.32 o 297.53  3.88 K respectivamente, lo cual tiene gran utilidad para 

los grandes productores. El tratamiento secundario de CLWW (1500 UC) con el 

concentrado de rPOXA 1B generó una remoción de color promedio de 96 % en 72 h de 

tratamiento con disminución de los parámetros de vertimiento.  
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Abstract 

 

Introduction. Laccases (EC 1.10.3.2) are multi-copper oxidoreductase enzymes of 

great importance, and biotechnological interest, due to their high oxidative potential, 

and the fact that during catalysis they generate H2O instead of H2O2. Laccases are useful 

for removing (by bleaching) synthetic dyes, oxidizing phenolic compounds, and 

degrading pesticides, among others. However, to assume the large-scale production, 

commercialization, and use of laccases, it is important to know the stability, and half-

life (t1/2) of the enzyme, which would allow proposing conditions of use, and storage, 

adjusted to the characteristics, and origin of each enzyme. 

 

Objective. To produce at 10 L scale, the recombinant enzyme rPOXA 1B from Pleurotus 

ostreatus expressed in Pichia pastoris for the removal of color in colored laboratory 

wastewater (CLWW), and to know its real-time, and accelerated stability. 

 

Methodology. The recombinant strain Pichia pastoris X33/pGAPZaA-LaccPost-Stop 

(Clone 1) was used for the expression of the laccase POXA 1B (rPOXA 1B) from 

Pleurotus ostreatus. The technique for the detection of enzymatic activity was 

standardized through two experimental designs, a "D-optimal Design", and a "D-

optimal Design (irregular)" to identify the best detection conditions in acetate buffer, 

and citrate buffer, respectively. The enzyme-substrate complex was evaluated by 

molecular docking analysis using Autodock Vina. Then, the production of 3 batches of 

rPOXA 1B (L1, L3, and L4) was carried out in a bioreactor at 10 L scale, with an effective 

working volume (EWV) of 6L, using a previously improved culture medium in our 

group of investigation. A low-cost culture medium was optimized (on a laboratory 

scale) through the implementation of three experimental designs; two “Central 

Composite Design” (CCD-1, and CCD-2), followed by a “One Factor Experimental 

Design” (OFED). The effect of the addition of methanol (CH3OH) after depletion of 

glucose (C6H12O6) was demonstrated (at a laboratory scale) for which four different 
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culture media with, and without addition of CH3OH were used. For the real-time 

stability studies (RTS) for 1 year, part of the enzyme concentrates (impure and without 

preservatives) from batch L1, L3, and L4 were used, for which five theoretical 

temperatures were implemented, - 30, 4, 25, 30, 35, and 40 ° C, [243.15, 277.15, 298.15, 

303.15, 308.15, and 313.15 K], and using the Arrhenius equation, the accelerated 

stability (AS) of the rPOXA 1B concentrate was evaluated. The RTS was computationally 

supported with molecular dynamics (MD) studies at four different temperatures (-32, 

5, 25, and 41ºC); [241, 278, 298, and 314 K] very close to those evaluated 

experimentally. Another part of the enzyme concentrates from bath L1, L3, and L4 were 

used in the removal of colorants in colored wastewater from laboratories (CLWW) of 

practices, and research of the Faculty of Sciences of the “Pontificia Universidad 

Javeriana, Bogotá, DC, Colombia”. Three removal processes (P1, P2, and P3) were 

carried out, using CLWW at 1500 color units (UC), in a Pilot Treatment Plant consisting 

of a 20 L homogenization, neutralization, and mixing tank, followed by a bioreactor 

prolonged aeration (turbulent flow, and dissolution oxygen > 1 mg L-1) of 15 L with 10 

L of EWV, at room temperature of the laboratory (~19 ± 3 °C), and with a hydraulic 

retention time of 72 h, followed of two quartzite sand filters. During the course of the 

research, and according to the requirement of each methodology, were measured: 

enzyme activity (UL-1), protein concentration (mg mL-1), reducing sugar concentration 

(gL-1), specific activity ( Umg-1), biomass (gL-1), specific growth rate µx (h-1), doubling 

time td (h), maximum reaction rate Vmax (mM min-1), Michaelis-Menten constant KM 

(mM), productivity (UL-1h-1), total carbon (TC) (mgL-1), total nitrogen (NT), (mgL-1), 

carbon-nitrogen C/Nratio, deactivation constant kd (months-1) , half-life t1/2 (months), 

deactivation energy Ed (kJ mol-1), enthalpy variation  H* (kJ mol-1), variation in Gibb's 

free energy  G* (kJ mol-1), entropy change  S* (J mol-1K-1), inorganic carbon (CI) (mgL-

1), total organic carbon (TOC) (mgL-1), chemical oxygen demand (COD) ( mgL-1), 

biological oxygen demand at 5 days BOD5 (mgL-1), TOC/NTratio, COD/TOCratio, pH, color 

units UC, and germination index GI (%). 
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Results. The use of citrate buffer increased the affinity of rPOXA 1B for substrate 

(ABTS) with a lower KM than that obtained in acetate buffer; the standardized 

conditions were pH 3.0 ± 0.2; λ420 nm, 2 mM ABTS and molecular docking analysis 

yielded a binding free energy of -6.4 KJ mol-1. In a 10 L bioreactor with the previously 

improved medium, 8,506.95 ± 1,993.65 UL-1 was obtained with a specific activity of 

213.64 ± 55.83 Umg-1 at 192 h of culture, using citrate buffer. After sequential statistical 

optimization, a medium was obtained (20 gL-1 glucose USP, 50 gL-1 isolated soy protein 

90 % (w/w), 11.74 gL-1 malt extract, 4.91 gL-1 (NH4)2SO4, 0.16 gL-1 CuSO4, and 0.1 gL-1 

chloramphenicol) 89.84 % less expensive, with an enzymatic activity of 12,877.3 ± 

481.2 UL-1, and specific activity of 1324.58 ± 114.19 Umg-1 in 168 h, which meant an 

increase of 33.94 % of enzyme activity, in relation to the results obtained at 10 L 

bioreactor with an improved medium. The addition of methanol after depletion of 

glucose had a positive effect on the enzyme activity, and 14,868.06 ± 461.58 UL-1 was 

obtained with a specific activity of 1597.6 ± 76.28 Umg-1 in 192 h using the optimized 

low-cost medium, for a 41% increase in enzyme activity compared to the same medium 

without the addition of methanol. In the RTS, 101.16, 115.81, 75.23, 46.09, 5.81, and 

4.83 % of the relative enzyme activity were recovered, at the different temperatures 

tested. AS studies showed that rPOXA 1B concentrate can be stored at 240.98 ± 5.38, 

277.40 ± 1.32, or 297.53 ± 3.88 K, with t1/2 of 230.8, 46.2, and 12.6 months, respectively. 

The kinetic, and thermodynamic parameters supported the high stability of rPOXA 1B 

with low variations of KM, and Vmax at temperatures of 240.98 ± 5.38, and 297.53 ± 3.88 

K, Ed of 41.40 KJ mol-1, and appropriate values of ∆H, ∆G, and ∆S. The MD indicated that 

fluctuations in the 3D structure of POXA 1B, specifically in loop regions, coils or loops 

with hydrophilic or intermediate polarity amino acids, as well as in some residues, 

increases with increasing temperature; going from 3 fluctuating residues (LEU159, 

ALA391, and ASP429) at 278 K to 6 residues (THR160, ASP266, GLU293, ALA334, ASP341, and 

LEU459) at 298 K, and to 9 residues (ASP101, THR160, GLY265, ASN297, ALA334, GLY370 

ALA391, PRO393, and ASP433) at 314 K. The average of color removal of the CLWW (1500 
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UC) was 96.75 %, and the reduction of the discharge parameters TOC, TC, COD, and 

BOD5 was achieved. 

 

Conclusions. With the optimized medium, the enzyme activity was increased by 33 % 

about the previously improved medium. The positive effect of adding CH3OH to the 

culture, after depletion of glucose, was demonstrated, which generated an increase in 

enzyme activity of 41% compared to the medium without methanol. It is important to 

note that the addition of methanol is not an environmentally friendly option, since the 

enzyme concentrate is used impure, and may contain traces of methanol, but it is useful 

if the production of the pure enzyme is required for non-environmental uses. 

Furthermore, it breaks the habit of strictly using glucose for the expression of 

recombinant proteins under the control of the pGAP promoter, as is the case with most 

of the published works. Laccase rPOXA 1B is a stable enzyme, which was demonstrated 

experimentally, and computationally with t1/2 of 230.8, 46.2 or 12.6 months, if it is 

preserved impure, and without preservatives at temperatures of 240.98 ± 5.38, 277.40 

± 1.32 or 297.53 ± 3.88 K respectively, which is very useful for large scale producers. 

The secondary treatment of CLWW (1500 UC) with the rPOXA 1B concentrate 

generated an average of color removal of 96 % in 72 h of treatment with a decrease in 

the discharge parameters. 
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Capítulo 1. Descripción general de la tesis  
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Abreviaturas  

ABTS:  (2,2’azino bis (3-etil-benzotiazolin-6-sulfonato))  

CLWW:   Agua residual coloreada de laboratorio. Abreviatura en Inglés (Colored 

laboratory wastewater) 

HBT:   (1-hidroxibenzotriazol) 

rPOXA 1B:  Lacasa recombinante de Pleutorus ostreatus expresada en Pichia 

pastoris. 
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1.1 Introducción  

Las lacasas (EC 1.10.3.2) son enzimas multi-cobre oxidasas que han sido encontradas 

en plantas, hongos, bacterias, algas  e insectos; estas enzimas catalizan la oxidación de 

una amplia variedad de compuestos aromáticos orgánicos (Rivera-Hoyos et al., 2013); 

actividad enzimática que puede ser ampliada a compuestos no fenólicos con la adición 

de mediadores redox (Soares et al., 2001; Camarero et al., 2004; Forootanfar et al., 

2016). La producción heteróloga de la lacasa en menor tiempo y en concentraciones 

superiores a las secretadas naturalmente por los hongos es una estrategia para 

satisfacer la demanda industrial y ambiental, lo que permite su aplicación en la 

remoción de colorantes (entre otros usos reportados), (Singh et al., 2016). Así como es 

importante determinar la acción de las lacasas sobre diferentes tipos de contaminantes, 

también es importante producir la enzima en medios de bajo costo para satisfacer la 

creciente demanda; por otra parte es importante estudiar las condiciones de 

almacenamiento que favorecen su estabilidad (Dedeyan et al., 2000; Ihssen et al., 2015).  

 

1.2 Planteamiento del problema 

Los procesos industriales generan efluentes contaminados con alta toxicidad, que en 

muchos lugares se descartan a los cuerpos de aguas superficiales, después de un 

tratamiento parcial insuficiente o sin tratar; causando efectos negativos al medio 

ambiente (Muhammad Bilal et al., 2016). Dentro de los diferentes contaminantes, el 

agua residual con colorante es una de las problemáticas de mayor consideración (Yagub 

et al., 2014). Los colorantes sintéticos se han convertido en un componente integral de 

las economías actuales, debido a la versatilidad, la estabilidad, la facilidad de 

preparación y los costos bajos. Son  usados en diferentes industrias y procesos como en 

la industria textil, la farmacéutica, la alimentaria, la cosmética, la papelera y por los 

prestadores de servicio para tinciones biológicas (Rawat et al., 2016; Rivera-Hoyos et 

al., 2018; Tkaczyk et al., 2020). No obstante, se desconoce la cantidad exacta de 

colorantes producidos y consumidos por todas las industrias y prestadores de servicio 

a nivel mundial (Forgacs et al., 2004).  
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El banco mundial estima que entre 17 y 20 % de los contaminantes del agua provienen 

de la industria textil (The World Bank, 2014); pues se estima un consumo mundial de 

más de 10,000 toneladas/año, con reporte de pérdidas que varían entre el 1 y 10 % 

durante las operaciones de teñido y acabado (Forgacs et al., 2004; Yagub et al., 2014). 

En la industria de alimentos los colorantes son aditivos de alta regulación (Lehto et al., 

2017) y en el sector de prestadores de servicio (hospitales, universidades) son usados 

en procesos de tinciones biológicas o procedimientos médicos (Gautam et al., 2007; 

Shakir et al., 2010).  No obstante, aunque se reconoce que el agua residual generada 

contiene residuos de colorantes (Hussain et al., 2019), el porcentaje y/o el tipo de 

colorantes eliminados no son conocidos con exactitud, aumentando la problemática 

ambiental.  En la industria de alimentos se reconoció que una empresa de bebidas 

gasificadas generó 1.72 L de agua residual por 1 L de bebida producida (Alam et al., 

2007) y en industrias de confitería se reportó agua residual coloreada con hasta 263 

mg PtCo L-1 (Benincá  et al., 2013). Así mismo, en prestadores de servicio como los 

hospitales se reporta el consumo agua entre 400 a 1200 L día−1 cama−1 que al ser 

descartado contiene residuos coloreados (Gautam et al., 2007).  

 

Con la dependencia cada vez mayor de las industrias y del sector de prestadores de 

servicio por los colorantes se ha aumentado el nivel de descarga de efluentes 

coloreados en los cuerpos de agua; generando impactos negativos sobre el equilibrio 

ambiental y la salud humana, vegetal y animal, en particular para la biota acuática 

(Rawat et al., 2016; Hussain et al., 2019). La descarga de agua coloreada, además, de 

ocasionar disminución del paso de la luz solar a través del agua, disminuyendo la 

actividad fotosintética y el oxígeno disponible para la biota de los cuerpos de agua 

superficiales (Robinson et al., 2001; Bisschops and Spanjers, 2003; Holkar et al., 2016), 

también es señalada de causar genotoxicidad y  microtoxicidad (Hussain et al., 2019). 
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Los estándares ambientales a nivel mundial se han hecho más estrictos, promoviendo  

el uso de diversos métodos para lograr que el agua residual descargada sea lo más 

limpia posible y garantizar la sostenibilidad del medio ambiente (Hussain et al., 2019; 

Lellis et al., 2019). Los tratamientos físico-químicos para eliminar el color de los 

efluentes incluyen coagulación, floculación, filtración y adsorción por membranas, 

entre otros, pero se ha encontrado que estos tratamientos tienen el inconveniente de 

generar lodos, hacen difícil la regeneración de adsorbentes y saturan rápidamente las 

membranas (de Arruda Guelli Ulson de Souza et al., 2010). 

 

Últimamente los tratamientos e investigaciones se han encaminado al uso de 

microorganismos y/o enzimas para la bioremediación de las aguas residuales ya que es 

considerado un procesos ambientalmente amigable, debido a que no se utilizan 

compuestos químicos tóxicos (Deshmukh et al., 2016; Liu et al., 2016). No obstante, el 

uso de microorganismos puede ser limitado, debido a que se pueden afectar por pH 

extremos y cargas elevadas de materia orgánica (lodos) que afectan el desempeño de 

los sistemas o unidades de tratamientos biológicos (Xiao et al., 2015), los efluentes 

contienen trazas de metales como Cr3+, As3+, Cu+ y Zn2+ que limitan su crecimiento, 

haciendo que la eliminación del contaminante sea lenta (Ghaly et al., 2014), que no se 

logre la adaptación del microorganismo a las condiciones del agua residual (Yang et al., 

2012) y que se inhiba la biodegradación por transformación de compuestos de 

toxicidad baja a uno de toxicidad alta (Punzi et al., 2015); lo que ha promovido el  uso 

de enzimas para acelerar la velocidad de las reacciones de bioremedación (Singh et al., 

2016).  

 

Las enzimas oxidoreductasas como las lacasas han sido estudiadas debido a su 

capacidad para atacar subunidades fenólicas de lignina (Rivera-Hoyos et al., 2013). No 

obstante, para dar respuesta a las necesidades ambientales y transferir la tecnología es 

importante la obtención de cantidades altas de lacasas (Songulashvili et al., 2015). Las 

investigaciones enfocadas en la producción de lacasa a escala de biorreactor han sido 
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limitadas, lo que también ha llevado a realizar evaluaciones de degradación de 

colorantes a escalas muy bajas (0.2 – 30 mL), (Hong et al., 2007; Wang et al., 2016), 

resultados que podrían ser insuficientes para los altos reportes de vertimientos con 

colorantes a escala mundial. Junto a la producción, también se requiere conocer las 

condiciones de almacenamiento de la enzima, ya que los productos enzimáticos 

normalmente son inestables y con tiempos bajos de conservación, por lo que requiere 

mantener una cadena de frio (congelamiento) que implica un costo elevado (Chen et al., 

2017); lo que resulta crucial para la transferencia de la tecnología al sector productivo. 

 

1.3 Justificación 

En las últimas décadas se ha estimulado una mayor conciencia ambiental, enfocada 

hacia el control y disminución de la contaminación del agua por efluentes coloreados 

(Almeida and Corso, 2014), debido al mayor conocimiento de los efectos ecotóxicos de 

los colorantes (Rawat et al., 2016). Consecuentemente, se han generado diversos 

tratamientos dirigidos a la decoloración o la reducción de la toxicidad de estos efluentes 

(Bhatia et al., 2017).  

 

Las enzimas han adquirido mayor relevancia, debido a las aplicaciones en diferentes 

procesos industriales y ambientales (Adrio and Demain, 2014). Las lacasas catalizan la 

oxidación de una amplia gama de sustratos como orto y para-difenoles, fenoles metoxi 

sustituidos, aminas aromáticas, ácidos fenólicos, entre otros (Rivera-Hoyos et al., 2013; 

Abd El Monssef et al., 2016); aunque la mayoría de los sustratos de las lacasas son 

compuestos fenólicos, la actividad de la enzima puede extenderse a compuestos no 

fenólicos con el uso de mediadores como el ABTS (2,2’azino bis (3-etil-benzotiazolin-6-

sulfonato)) y el HBT (1-hidroxibenzotriazol), (Rivera-Hoyos et al., 2013). 

 

En la actualidad, más de 100 lacasas de Basidiomicetos y Ascomicetos han sido 

purificadas y caracterizadas. Dentro de estos, Pleurotus ha sido muy estudiado debido 

a la capacidad para degradar colorantes sintéticos y también en la degradación de otros 
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contaminantes como hidrocarburos aromáticos policíclicos, pesticidas, polietileno, 

explosivos y antibióticos (Hadibarata et al., 2013; Mauricio-Gutierrez et al., 2014; 

Rodrigues da Luz et al., 2015; Pereira et al., 2016; Zeng et al., 2017; Gómez-Méndez et 

al., 2018; Rivera-Hoyos et al., 2018). Hongos como Pleurotus ostreatus pueden producir 

11 diferentes isoenzimas (Giardina et al., 1999); sin embargo, la producción a mayor 

escala está limitada por la complejidad del cultivo líquido, el tiempo de crecimiento, la 

logística de producción y costo del cultivo sólido.   

 

En este orden de ideas, la producción de lacasas heterólogas usando hospederos de fácil 

manipulación como las levaduras, disminuye los costos de producción, acorta el tiempo 

de cultivo y mejora la productividad (Kunamneni et al., 2008a; Kunamneni et al., 2008b; 

Rivera-Hoyos et al., 2013). P. pastoris es considerado el hospedero más usado y más 

exitoso en la expresión de proteínas recombinantes, principalmente para biofármacos 

y enzimas de uso industrial o ambiental (Lin Cereghino and Cregg, 2000; Córdoba et al., 

2003; Looser et al., 2015), también  es  uno de los sistemas de expresión más utilizados 

para la producción de lacasas fúngicas. Las razones del uso de P. pastoris son: su alto 

nivel de expresión, la capacidad de utilizar diferentes fuentes de carbono (Poutou et al., 

2005; Poutou-Piñales et al., 2010) la ventaja de crecer cultivos de alta densidad, la 

producción de grandes cantidades de proteínas recombinantes (Antosová and 

Sychrová, 2016), la respuesta positiva a diferentes estrategias de fermentación (Hong 

et al., 2002), la alta expresión extracelular de proteínas recombinantes (Yang et al., 

2015) y que es un microorganismo GRAS (General Recognized as Safe), (Ahmad et al., 

2014). 

 

La aplicación de las lacasas en la remoción de colorantes requiere la producción de 

grandes volúmenes, que sean rentables económicamente, pues las industrias de 

enzimas los comercializan liofilizados o en concentrados de alta pureza; generando 

costos de producción elevados, lo que genera una distribución comercial limitada y 

restricciones en la aplicación en diferentes tipos de industrias o ambientes 
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contaminados; por ello es importante la producción de concentrados enzimáticos 

(impuros) para la tratabilidad de contaminantes. En consecuencia, el uso de enzimas 

recombinantes permite alcanzar la capacidad de producción de acuerdo con la 

demanda; por consiguiente, para llevar a mayor escala la producción de una enzima 

debe trazarse una estrategia de escalado que permita conocer los parámetros cinéticos 

a diferentes escalas (Doran, 1998; Adrio and Demain, 2014) para el mejoramiento de la 

producción.  

 

Además, del efecto de las lacasas sobre diferentes tipos de contaminantes, también se 

ha tratado de comprender más sobre las condiciones de uso, como por ejemplo la 

temperatura o el pH que favorecen su estabilidad (Dedeyan et al., 2000; Ihssen et al., 

2015), pues las condiciones de reacción no pueden ser generalizadas, debido a que cada 

lacasa responde de forma diferente ante condiciones similares, causado por las 

propiedades estructurales de cada enzima (Yang et al., 2015). Los estudios de 

estabilidad durante el almacenamiento de la enzima constituyen un paso importante 

que se relaciona con la calidad del producto y las condiciones de uso (Egan and 

Schofield, 2009), debido a que la pérdida de actividad enzimática se traduce en una 

inestabilidad operativa (Fágáin, 1995).   

 

La producción y uso de la lacasa rPOXA 1B a mayor escala es importante para la 

aplicación de la enzima. Sin embargo, se requiere investigación para optimizar medios 

de cultivo de bajo costo que obtengan un rendimiento y una productividad alta; 

fundamentales para el escalado industrial, así como los estudios de estabilidad a tiempo 

real y acelerada o la evaluación de la remoción de colorantes de aguas residuales no 

domesticas (CLWW). Todos estos estudios serán el insumo importante para generar un 

prototipo del proceso y comenzar la búsqueda de un socio comercial que pueda llevar 

a cabo la producción a escala industrial, así como la implementación del uso y a futuro 

la comercialización del producto. 
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1.4 Antecedentes del grupo de investigación 

Algunos trabajos desarrollados dentro del Grupo de Biotecnología Ambiental e 

Industrial (GBAI) de la Facultad de Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana, para 

la producción de lacasas son: el estudio de estabilidad termodinámica (durante 1 hora 

de exposición) de la lacasa recombinante rPOXA 1B de Pleurotus ostreatus en P. pastoris, 

encontrando que la enzima se mantuvo estable a temperaturas entre 10 y 50 °C y a pH 

4 con una actividad enzimática residual superior al 90 % (Rivera-Hoyos, 2016). Para la 

lacasa rGlLCC1 de Ganoderma lucidum expresada P. pastoris se realizaron análisis 

similares y se encontró que la enzima mantuvo su actividad relativa entre 75 y 100 %, 

en rangos de pH y temperatura de 2 a 11 y de 10 a 60 °C, respectivamente (Morales-

Álvarez et al., 2017a).  

 

Se han realizado ensayos de tratabilidad; como el tratamiento secuencial con T. 

versicolor y TiO2 para el tratamiento de aguas residuales papeleras (Pedroza et al., 

2007), el análisis de remoción del colorante negro reactivo 5 empleando a T. versicolor 

inmovilizado en estropajo (Puentes-Cárdenas et al., 2012), la evaluación de adsorción 

y detoxificación de los colorantes trifenilmetánicos (Cristal Violeta y Verde Malaquita), 

usando G. lucidum y P. ostreatus y los concentrados de las lacasas rGlLCC1 (proveniente 

de G. Lucidum expresada en P. pastoris) y rPOXA 1B (proveniente de P. ostreatus 

expresada en P. pastoris) (Morales-Álvarez et al., 2017b), la evaluación de consorcios 

microbianos usando hongos y bacterias en planta piloto para el tratamiento de aguas 

residuales procedentes de tinciones biológicas (Pedroza-Camacho et al., 2018), la 

evaluación de un tratamiento biológico secundario de aguas residuales textiles no 

convencionales con una biomasa fúngica ligninolítica activa acoplada a un tratamiento 

terciario físico-químico de TiO (Blanco-Vargas et al., 2018) y la evaluación de un 

consorcio fúngico/bacteriano, para establecer el potencial de remoción a escala de 

laboratorio bajo condiciones no estériles, empleando un residuo líquido sintético que 

contenía colorantes trifenilmetánicos y azoicos (Hernández-Sáenz et al., 2020). 
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1.5 Objetivo general  

Producir a escala de 10 L (prototipo, escala piloto) la enzima rPOXA 1B de Pleurotus 

ostreatus en Pichia pastoris para la remoción de colorantes. 

 

1.5.1 Objetivos específicos  

1. Estandarizar la producción en biorreactor de 10 L y optimizar un medio de bajo 

costo para la lacasa rPOXA1B de Pleurotus ostreatus en Pichia pastoris. 

2. Determinar la estabilidad a tiempo real y acelerada del concentrado de la lacasa 

rPOXA 1B producida en P. pastoris y correlacionar la estabilidad con análisis de 

dinámica molecular.  

3. Evaluar la remoción de colorantes en agua residual coloreada de laboratorio 

(CLWW) usando concentrado de rPOXA1B sin purificar. 

 

1.6 Descripción general de la metodología 

Se realizó la estandarización de la actividad rPOXA 1B en buffer citrato (Capítulo 3) 

cuyos resultados tuvieron una influencia trasversal en los diferentes ensayos realizados 

durante la investigación. Se evaluó la producción de la enzima rPOXA 1B en biorreactor 

de 10 L utilizando un medio mejorado (Ardila-Leal et al., 2019) y se produjeron 3 lotes 

de la enzima rPOXA 1B, los cual fueron concentrados (Ardila-Leal et al., 2019), (Capítulo 

4) para realizar los estudios de estabilidad a tiempo real y acelerada durante 12 meses; 

los cuales fueron acompañados de estudios de estabilidad computacional (Capítulo 6). 

En simultáneo se hizo un estudio de optimización a escala de laboratorio, para diseñar 

de un medio de bajo costo (Ardila-Leal et al., 2020), cuyos resultados fueron de gran 

importancia para la producción de la rPOXA 1B en biorreactor de 10 L (Capítulo 5). 

Finalmente, a partir de concentrado enzimático se realizaron estudios de tratabilidad a 

escala piloto de agua residual coloreada de laboratorio (CLWW), (Ardila-Leal et al., 

2020), (Capítulo 7). 
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Capítulo 2.  Marco teórico 
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Abreviaturas  

AB80:  Azul Ácido 80. Abreviatura en Inglés (Acid blue 80) 

AB129: Azul Ácido 129. Abreviatura en Inglés (Acid blue 129) 

ABTS:   2,2’azino bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) 

AO7:  Naranja ácido 7. Abreviatura en Inglés (Acid Orange 7) 

AR:  Rojo alizarina. Abreviatura en Inglés (Alizarin red) 

ARD:  Agua residual doméstica 

ARnD:  Agua residual no doméstica 

BB:  Azul de Bromofenol. Abreviatura en Inglés (Bromophenol Blue) 

BB K-3R: Azul Brillante Reactivo K-3R. Abreviatura en Inglés (Brilliant Blue 

Reactive K-3R) 

BB K-GR: Azul Brillante Reactivo K-GR. Abreviatura en Inglés (Brilliant Blue 

Reactive K-GR) 

BB X-BR: Azul Brillante Reactivo X-BR.  Abreviatura en Inglés (Brilliant Blue 

Reactive X-BR) 

BI:   Azul índigo. Abreviatura en Inglés (Blue indigo) 

CCR:   Rojo cochinilla.  Abreviatura en Inglés (Cochineal red) 

CG-250: Coomassie G-250 

CM:   Carmoisine 

CR:   Rojo Congo. Abreviatura en Inglés (Congo red) 

CV:  Cristal Violeta 

DB3:   Azul Disperso 3. Abreviatura en Inglés (Disperse Blue 3) 

DBR KR: Azul Oscuro Reactivo KR.  Abreviatura en Inglés (Dark Blue Reactive KR) 

DBO:  Demanda bioquímica de oxígeno 

DQO:   Demanda química de oxigeno  

DMP:   2,6 dimetoxifenol 

ADN:   Ácido desoxirribonucléico 

FADH2:  Flavina adenina dinucleótido (forma reducida) 

FT:   Fósforo total 
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GRAS:  Reconocido como seguro. Abreviatura en Inglés General Recognized as 

Safe 

GB:   Verde Brillante 

HBT:   1-hidroxibenzotriazol 

HPI:  Hidroxiftalimida 

MG:   Verde de Malaquita. Abreviatura en Inglés (Malachite Green) 

NADH2:  Nicotinamida adenina dinucleótido (forma reducida) 

NADPH2:  Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (forma reducida) 

NT:  Nitrógeno total 

pAOX:  Promotor alcohol oxidasa 

pGAP:  Promotor gliceraldehído 3-Fosfato deshidrogenasa  

PB:   Azul patentado. Abreviatura en Inglés (Patented blue) 

RBBR:  Azul Brilliante Remazol R.  Abreviatura en Inglés (Brilliant Blue Remazol 

R) 

RO:   Naranja Reactivo 1. Abreviatura en Inglés (Reactive Orange) 

RR X-3B:  Rojo Reactivo X-3B (Rective Red X-3B) 

SA:   Siringaldehído 

SDT:   Sólidos disueltos totales 

SY:  Amarillo Ocaso. Abreviatura en Inglés (Sunset Yellow) 

TEMPO:  2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxi 

TNC:   Centro de cobre trinuclear. Abreviatura en Inglés (Trinuclear copper 
enter) 

VA:  Ácido violúrico. Abreviatura en Inglés (Violuric acid) 

VAN:  Vainillin 

VB:  Azul Victoria. Abreviatura en Inglés (Victoria Blue) 

VM:  Violeta de Metil. Abreviatura en Inglés (Methyl Violet) 
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2.1 Introducción  

Las industrias textil, papelera y del cuero son responsables de descargar el mayor 

volumen y concentración de efluentes contaminados con colorantes (Routoula and 

Patwardhan, 2020). Sin embargo, los colorantes también son utilizados por empresas 

prestadoras de servicios (hospitales y/o universidades), (Pedroza-Camacho et al., 

2018) así como  en la industria de alimentos (Benincá  et al., 2013). Para la mayoría de 

los colorantes no se han establecido límites máximos de descarga o no se conocen los 

efectos toxicológicos sobre el medio ambiente y la salud humana (Khattab et al., 2020). 

No obstante, sí se conoce que la contaminación con colorantes en cuerpos de agua 

disminuye la penetración de luz solar (Sarayu and Sandhya, 2012), aumenta la 

demanda bioquímica (DBO5) y química de oxígeno (DQO), impide la fotosíntesis, inhibe 

el crecimiento de las plantas. Estos colorantes son recalcitrantes, se bioacumulan, 

generan toxicidad, son mutagénicos y carcinogénicos (Lellis et al., 2019). 

 

Los tratamientos usados para la remoción de color pueden ser clasificados como 

químicos, físicos, biológicos y/o procesos híbridos; obteniendo en algunos tratamientos 

efectividad alta en la remoción de color (Holkar et al., 2016). No obstante,  los 

tratamientos químicos y físicos tienen la desventaja de generar lodos difíciles de 

manejar, tienen un costo elevado y requieren áreas extensas para el procesamiento de 

material contaminado (Routoula and Patwardhan, 2020). En contraste, los 

tratamientos biológicos son ambientalmente amigables, de bajo costo y generan menor 

cantidad de lodos (Senthivelan et al., 2016; Bhatia et al., 2017).  

 

Los microorganismos como los hongos, las bacterias, las levaduras y las algas pueden 

decolorar e incluso mineralizar completamente los colorantes. Los hongos de 

pudedumbre blanca son los más eficientes para descomponer los colorantes sintéticos, 

debido a que producen enzimas que catalizan las reacciones para la remoción y 

degradación de colorantes (Ali, 2010). No obstante, la eficiencia en la remoción del 

color está controlada por las condiciones del cultivo como el pH, la carga de nutrientes, 

el tiempo de tratamiento, la aireación, relación C/N, morfología de la biomasa, inóculo, 
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adición de cosustratos y la producción de subproductos tóxicos (Pedroza-Camacho et 

al., 2018; Choi, 2021); haciendo que los tratamientos para la remoción de color a gran 

escala sean limitados, así como el uso de los microorganismos (Choi, 2021). Debido a la 

importancia de las enzimas en la decoloración y al hecho de que algunos compuestos 

fenólicos pueden inhibir el crecimiento de los hongos en los procesos de 

biorremediación (Majeau et al., 2010), se considera que las enzimas son una alternativa 

de fácil uso y manipulación,  que podría ser empleada en las industrias para disminuir 

la contaminación ambiental que generan (Adrio and Demain, 2014).  

 

Las ventajas de las enzimas radican en la alta eficiencia catalítica, la alta o baja 

especificidad por el sustrato (lo que puede manejarse a conveniencia), el menor tiempo 

de reacción, el consumo bajo de energía, condiciones de reacción fáciles de propiciar y 

que normalmente no generan toxicidad (Senthivelan et al., 2016). El potencial catalítico 

de las enzimas de origen microbiano ha permitido su uso en industrias de alimentos y 

bebidas, papel, cosmética, farmacéutica, detergentes, textil, cuero, síntesis orgánica y 

de polímeros, así como en el tratamiento de agua residuales (Singh et al., 2016).  

 

De manera más específica, las lacasas (EC 1.10.3.2) son enzimas con una alta eficiencia 

catalítica (González Arzola et al., 2009; Rivera-Hoyos et al., 2013) y han sido aplicadas 

en la deslignificación de compuestos lignocelulósicos, en biopulpeo y bioblanqueo, en 

la transformación de colorantes, en el tratamiento de aguas residuales y en la 

degradación de compuestos recalcitrantes, entre otros (Aghaie-Khouzani et al., 2012; 

Rivera-Hoyos et al., 2013; Forootanfar et al., 2016; Senthivelan et al., 2016; Ferraroni et 

al., 2017; Zeng et al., 2017; Sharma et al., 2018).  

 

Las lacasas son enzimas multi-cobre oxidasas (p-difenol: dióxido de oxidorreductasas) 

(Antosová and Sychrová, 2016) encontradas en hongos, plantas, insectos y otras fuentes 

naturales (Rivera-Hoyos et al., 2013; Asano et al., 2014; Otto and Schlosser, 2014; Patel 

et al., 2014). A diferencia de las peroxidasas, las lacasas no generan peróxido de 

hidrógeno (H2O2) sino agua (H2O) cuando catalizan las reacciones (Loera Corral et al., 

2006; Morozova et al., 2007; Rivera-Hoyos et al., 2013); lo que ha generado gran interés 
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biotecnológico. Las lacasas catalizan la oxidación de una amplia variedad de 

compuestos aromáticos orgánicos (Rivera-Hoyos et al., 2013), principalmente 

compuestos fenólicos e inorgánicos (Patel et al., 2014), pueden degradar colorantes 

sintéticos (Aghaie-Khouzani et al., 2012; Forootanfar et al., 2016), oxidar compuestos 

fenólicos (Ferraroni et al., 2017),  degradar  pesticidas (Zeng et al., 2017) o ser 

utilizadas en procesos industriales que impliquen procesos de bioconversión; 

disminuyendo la acumulación de desechos (Britos and Trelles, 2016); capacidad que 

puede ser ampliada con la adición de mediadores redox (Soares et al., 2001; Camarero 

et al., 2004; Forootanfar et al., 2016). El potencial catalítico de las enzimas se encuentra 

relacionado con la estabilidad estructural (3D), (Suplatov et al., 2014).  

 

Las lacasas más importantes para aplicaciones industriales son aquellas con alto 

potencial redox (E0) (Liu et al., 2014), ya que un alto potencial redox, aumenta el rango 

de sustratos transformables por la enzima (Macellaro et al., 2014). Debido al alto 

rendimiento, las lacasas más utilizadas en la industria proviene de hongos (Antosová 

and Sychrová, 2016), no obstante, los hongos tienen algunas limitaciones como cambios 

en la reología del medio por crecimiento micelial, demandan una alta disponibilidad de 

oxígeno y requieren tiempos de cultivo prolongados (Patel et al., 2009; Bertrand et al., 

2017; Postemsky et al., 2017). Las limitaciones han llevado a la expresión heteróloga 

de lacasas en hospederos como Saccharomyces cerevisiae (Miele et al., 2010), Yarrowia 

lipolytica (Kalyani et al., 2015), Pichia pastoris (Rivera-Hoyos et al., 2015; Campos et al., 

2016) y Kluyveromyces lactis (Faraco et al., 2008),entre otras.  

 

En este orden de ideas, la producción de lacasas heterólogas en levaduras, disminuye 

los costos de producción y mejora la productividad (Kunamneni et al., 2008a; 

Kunamneni et al., 2008b; Rivera-Hoyos et al., 2013).  Pichia pastoris, ha sido un sistema 

de expresión exitoso para la producción de proteínas recombinantes (Lin Cereghino 

and Cregg, 2000; Looser et al., 2015) debido a su alto nivel de expresión, a la capacidad 

de usar diferentes fuentes de carbono y a que responde a diversas estrategias de cultivo 
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para la producción de los metabolitos de interés (Córdoba et al., 2003; Poutou-Piñales 

et al., 2010; Burgard et al., 2017; Stasyk et al., 2018; Ardila-Leal et al., 2021).  

 

Así como se ha estudiado la acción de las lacasas sobre diferentes tipos de 

contaminantes y la mejor forma de producirla, ha sido importante conocer las 

condiciones que favorecen su estabilidad (Dedeyan et al., 2000; Ihssen et al., 2015), 

pues cada enzima responde de forma diferente ante condiciones similares (Yang et al., 

2015b). Los análisis de estabilidad son útiles para predecir o determinar bajo diferentes 

condiciones el momento en que comienza la pérdida de la actividad enzimática, bajo la 

premisa que aún en condiciones óptimas de almacenamiento es razonable suponer 

cambios en la estructura y/o funcionamiento de las moléculas (Kirkwood and Palombo, 

1997). 

 

Este capítulo muestra a partir de una perspectiva histórica la importancia de los 

colorantes y como el progreso en el uso del color aumentó la producción y uso de tintes 

y pigmentos que generaron un impacto ambiental negativo. A partir de la necesidad de 

eliminar colorantes sintéticos en aguas residuales se han desarrollado estrategias para 

mitigar el impacto ambiental negativo, con especial énfasis en la aplicación 

biotecnológica de la enzima lacasa, con la finalidad de potenciar su acción y de ofrecer 

una alternativa viable y económica para pequeñas, medianas y grandes empresas que 

emplean los colorantes.  

 

2.2 Colorantes y clasificación 

Los colorantes son sustancias naturales o artificiales que aportan color a diferentes 

tipos de fibras empleadas en las industrias textil, farmacéutica, alimentaria, cosmética, 

plástica, fotográfica, papelera, entre otras (Drumond Chequer et al., 2013). Pueden ser 

clasificados como pigmentos o tintes (colorantes). La diferencia radica en que los 

pigmentos son prácticamente insolubles y las partículas que los componen son de 1-2 

μm; en cambio los tintes se disuelven fácilmente y tienen un tamaño de partícula de 

0.025-1.0 μm (Braun, 1983; Esteves Torres et al., 2016). Las ventajas industriales para 
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el uso de colorantes artificiales se basan en características fundamentales como: 1) son 

químicamente estables en el tiempo, 2) son inertes a la degradación física, química y 

biológica, 3) son capaces de conferir color a la fibra a teñir a través de procesos 

reproducibles, manteniendo la intensidad de color  (Zucca et al., 2015) y 4) son de bajo 

costo (Paz et al., 2017).  

 

Los colorantes absorben luz en el espectro visible (400-700 nm), tienen conjugación 

extendida y uno o más cromóforos (Kuenemann et al., 2017). Las  moléculas portadoras 

del color, conocidas como cromóforos contienen heteroátomos como N, O, y S e incluyen 

enlaces como –N=N– (azo), =C=O (carbonilo), NO o N–OH (nitroso), –NO2 o NO–OH 

(nitro) y C=S (sulfuro), (Pereira and Alves, 2011). Los grupos cromóforos son grupos 

insaturados que consisten en átomos o grupos de átomos, en los cuales la disposición 

de enlaces sencillos y dobles sucesivos resuenan, permitiendo así la absorción de rayos 

de luz (Berradi et al., 2019). Los colorantes sintéticos presentan una considerable 

diversidad estructural y por tanto, poseen propiedades químicas y físicas muy 

diferentes (Pereira and Alves, 2011). En la Tabla 2.1 se observan los principales 

cromóforos que influyen en la clasificación de los colorantes. Además, de los 

cromóforos, la mayoría de los colorantes también tienen grupos auxocromos, que no 

son responsables del color sino de la intensidad (tono) y que mejoran la afinidad del 

colorante por la fibra; algunos de estos incluyen enlaces como –NH3 (amina), –COOH 

(carboxilo), HSO3 (sulfonato) y –OH (hidroxilo), (International Agency for Research on 

Cancer, 2010; Pereira and Alves, 2011).  
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Tabla 2.1. Clasificación de los colorantes dependiendo de la estructura del cromóforo. 

Clases químicas de 

colorante 

Estructura del cromóforo Ejemplos de colorantes 

Azo 

 

Naranja de metil 

Rojo Congo 

Naranja G 

Amaranto 

Antraquinona 

 

Azul Brillante de Remazol R 

Azul brillante reactivo X-BR 

Azul reactivo 4 

Rojo de alizarina s 

Triarilmetano 

 

Verde de Malaquita 

Cristal Violeta 

Azul de bromofenol 

Azul brillante Coomassie G250 

Nitro y nitroso 

 

Amarillo de naftol S  

Amarillo disperso 26 

Amarillo disperso 14 

Índigo  

 

Índigo carmín 

Índigo brillante B 

Azul ciba B 

 

Xanteno 

 

Rodamina 6G 

Rodamina 123 

Fluoresceína 

 

2.3 Historia de los colorantes  

El color ha sido usado desde la prehistoria como arte simbólico de la sociedad, una 

forma de comunicación visual y un mecanismo de expresión asociado a la evolución 

cultural de la humanidad (Morriss-Kay, 2010; Gilbert, 2017; Robert, 2017), ya que el 

uso del color en diferentes entornos prehistóricos ha sido vinculado al desarrollo 

artístico y al desarrollo cognitivo de los individuos (Morriss-Kay, 2010; Duarte, 2014) 
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y se cree que el color estuvo asociado a un sistema de colores simbólicos que fueron 

extendidos y compartidos por muchas sociedades en diferentes períodos de tiempo 

(Hovers et al., 2003). 

 

Los  pigmentos surgieron al descubrir mezclas de suelos u otros materiales con agua, 

saliva o grasa animal y fueron usados para colorear diferentes superficies (Barnett et 

al., 2006). Probablemente, el uso de los primeros pigmentos fue para marcar la piel 

(Morriss-Kay, 2010), con fines rituales o como protección para el sol o los insectos 

(Hodgskiss and Wadley, 2017). Sin embargo, Duarte (2014) propone que el ocre 

también pudo ser incluido en la dieta de los humanos prehistóricos; generando un 

aporte de hierro esencial para desarrollo (Duarte, 2014). Como evidencia, en una cueva 

de hace 165,000 años se encontraron 57 fragmentos de ocre rojo, de las cuales se cree 

que 12 fueron usados, debido a que se observaron procesos de raspado y/o molido 

sobre los fragmentos (Marean et al., 2007). Sin embargo, la evidencia más clara en el 

uso de pigmentos fue observada en las pinturas rupestres en rocas expuestas al aire 

libre o en cuevas (Barnett et al., 2006; Robert, 2017). 

 

En el registro prehistórico, así como la frecuencia de uso de los diferentes pigmentos se 

incrementó con el tiempo, aunque ocurrió de manera desigual en momentos y regiones 

diferentes. El uso inicial de los pigmentos se puede ubicar en la Edad de Piedra 

Media/Paleolítico Medio en África y en Europa (150,000 – 30,000 a.C.), (Hovers et al., 

2003). El uso de pigmentos provenientes de arcilla de ocre data de hace 100000 a 

70,000 años, como se puede observar en la cueva de Blombos en Sudáfrica con grabados 

de líneas paralelas (Dickerson and Fortner, 2017; Henshilwood et al., 2018); así como 

los reportes que datan de hace 40,000 años en las cuevas de Indonesia (cueva de 

Pettakere), Australia (meseta de Arnhem), Francia (cueva de Chauvet), España (cueva 

de El Castillo) y Rumanía (cueva de Caliboaia), (Figura 2.1), (Dickerson and Fortner, 

2017). Sin embargo, el uso de estos pigmentos en el arte rupestre se extendió hasta 

tiempos más recientes, pues las últimas pinturas encontradas se realizaron en el siglo 

XV en diferentes cavernas y cuevas en la isla de Mona (Oeste de Puerto Rico), (Figura 

2.1), (Samson et al., 2017).  
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Figura 2.1 Pigmentos usados en algunas cuevas con pinturas rupestres elaborados 

durante la edad de piedra media. A. Pigmento ocre en la Cueva de Blombos, Sur de la 

Ciudad del Cabo (Henshilwood et al., 2018); créditos Foster; B. Pigmento carbón en la 

Cueva Chauvet, France (Dickerson and Fortner, 2017); créditos T. Thoams; C. Cueva de 

Pettakere, Maros, Indonesia (https://reydekish.com/2015/09/21/cuevas-de-

indonesia/); D. Pigmento ocre en la Cueva de El Castillo, España 

(https://www.efetur.com/noticia/expresiones-ser-human/), créditos Pedro 

Puente/EFE y E. Pigmento carbón en la Cueva de la isla de Mona (Samson et al., 2017). 
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https://reydekish.com/2015/09/21/cuevas-de-indonesia/
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El amplio registro prehistórico del uso de pigmentos indica que los pigmentos rojos y 

negros derivados de rocas naturales u otras componentes geológicos, estuvieron 

presentes en casi todos los asentamientos y canteras del Paleolítico hasta el Paleolítico 

superior (35,000 – 10,000 a. C.), (Hovers et al., 2003; Orna, 2015). Según diferentes 

reportes, el óxido de hierro u ocre eran los componentes para los colores rojos, naranjas 

y amarillos y el carbón para el color negro (de Balbín Behrmann and Alcolea González, 

2009). Posterior a este período, hubo una rápida diversificación en el uso del ocre sobre 

diferentes entornos y objetos, ocasionado por la amplia difusión del ocre como 

constructo simbólico (Hovers et al., 2003).  

 

Las primeras etapas de la civilización humana iniciaron durante el Neolítico tardío 

(6,000 – 3,500 a.C.) y la Edad del Bronce (3,000 – 1,200 a.C.), debido al cambio de vida 

del hombre prehistórico, que pasó de nómada a sedentario, como consecuencia del 

desarrollo de la agricultura (Chekalin et al., 2018). Con el desarrollo de las civilizaciones 

los pigmentos empezaron  a usarse en los gráficos elaborados en paredes de templos, 

tumbas, cerámicas o en las viviendas, se usó  para teñir fibras textiles y continuó su uso 

sobre la piel y el cabello (Abel, 2012; Pugh and Cecil, 2012). También se usaron 

pigmentos para resaltar  la escritura de tablillas cuneiformes, desarrolladas durante el 

auge de las civilizaciones en Mesopotamia (3,000 – 2,000 a.C.), (Chiriu et al., 2017). No 

obstante, dependiendo del propósito, el pigmento elaborado tenía composición 

diferente. Por ejemplo, en la civilización Maya (2,000 a. C. hasta 900 d. C.), el pigmento 

utilizado para decorar cerámica con motivos de líneas rojas estaba enriquecido con 

hierro y cromo, mientras que el pigmento rojo para la decoración en rojo y negro era 

enriquecido con Cerio (Pugh and Cecil, 2012).  

 

En la prehistoria el acceso a colores diferentes al ocre y negro fue un problema (Berke, 

2002). Por ejemplo, el color azul (muy apreciado y tan caro como el oro), inicialmente 

sólo se obtenía de depósitos de lapislázuli en Afganistán (Wyart et al., 1981); lo que 

propició que diferentes civilizaciones desarrollaran procesos para obtener el color. Los 

antiguos egipcios asociaban el color azul con el cielo y el agua; siendo los primeros en 
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producir de forma artificial un colorante azul, conocido como azul egipcio, el cual se 

desarrolló entre 2900–2750 a.C. durante la cuarta dinastía (2630 a.C,  Seneferu a 2500 

a. C, Shepseskaf), (Abel, 2012). Las civilizaciones egipcias utilizaron el azul egipcio con 

frecuencia durante los siguientes milenios. La edad de oro de su uso fue probablemente 

el período del Imperio Nuevo (1580-1085 a. C.), que coincide con el período artístico 

más productivo del antiguo Egipto (Berke, 2002).  

 

Sin embargo, los egipcios no fueron los únicos en generar técnicas para la obtención del 

color azul, los chinos desarrollaron el pigmento Han Blue durante el período de la 

Guerra China alrededor del año 500 a.C. (Berke and Wiedemann, 2000) y la civilización 

Maya desarrollo el pigmento Maya Blue que tiene reportes de uso en estructuras del 

período Preclásico Superior (350-150 a.C.), (Polette-Niewold et al., 2007; Fernández-

Sabido et al., 2012).  

 

El color purpura fue otro color que impactó diferentes civilizaciones y fue tan exclusivo 

que sólo las personas con riquezas o poder podían llevar prendas teñidas con ese color; 

los fenicios fueron quienes se destacaron en el procesamiento y comercialización del 

color purpura “Tyrian”, el cual era obtenido a partir de los caracoles (Murex brandaris 

o Murex trunculus) y se presume que el desarrollo de este color se generó en la edad de 

Bronce tardía (1550 – 1200 a.C.), (Jensen, 1963; Stieglitz, 1994). 

 

La obtención de colores a partir de pigmentos o tintes fue una actividad constante en 

las diferentes civilizaciones, llegando a obtener diferentes colores a partir de minerales, 

vegetales o insectos (Barnett et al., 2006). La Era Medieval (Edad media – Siglos V a XV) 

se destacó por el uso de colores brillantes, claros y bien definidos (Barnett et al., 2006); 

esta época se caracterizó por un bajo desarrollo de colorantes nuevos, pero con mejoras 

en los procesos de teñido y del transporte de colorantes a través de toda Europa (Abel, 

2012). En el Renacimiento (Siglos XV a XVI d. C) la obtención de nuevos colorantes 

mantuvo una tendencia similar a la Era Medieval; durante el renacimiento el progreso 

cultural y artístico impulso la obtención a bajo costo de colores ampliamente usados 

como el oro o dorando, desarrollándose  pigmentos sustitutos de oro, ya que, durante 
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la Era Medieval eran obtenidos de láminas muy finas de los metales que se adherían a 

la superficie (Barnett et al., 2006). 

 

En 1630 el químico Cornelius Drebbel para mejorar la estabilidad de los colorantes 

naturales mezcló el rojo cochinilla (colorante obtenido de insectos) con estaño y generó 

el primer colorante erróneamente señalado como sintético (Becker, 2016). En 1704 

Diesbach sintetizó el primer pigmento conocido como Lago Rojo, lo que generó el 

desarrollo de muchos otros pigmentos. Carl Scheele en 1788 desarrolló el pigmento 

Verde Esmeralda o Verde Scheele; colorante con una alta toxicidad debido a que estaba 

compuesto por acetoarsenito de cobre, por lo que se usó sólo hasta 1960 (Barnett et al., 

2006).  

 

En 1826 el químico alemán Otto Unverdorben fue el primero en preparar anilina a 

partir de destilación destructiva del índigo. Investigaciones posteriores para obtener 

nuevos colorantes incluía procesos metodológicos con la anilina sin saberlo; sin 

embargo, fue el químico August Wilhelm Von Hofmann quien describió que todas las 

sustancias estudiadas eran la misma (Johnston, 2008). Hofmann continuó con sus 

investigaciones, pero fue su estudiante Henry Perkin el que desarrollo y patentó el 

primer colorante sintético llamado malveína proveniente del alquitrán de hulla en 1854 

(Robinson et al., 2001; Abel, 2012). Perkin definitivamente resolvió el problema de 

manufactura, marcando el inicio de diferentes investigaciones para conseguir 

colorantes sintéticos nuevos (Johnston, 2008).  

 

El uso de ingredientes destilados de alquitrán de hulla permitió el desarrollo de nuevos 

tintes, y para 1869 algunos tintes naturales como el Alizarin ya habían sido 

remplazados por colorantes sintéticos a una fracción del precio (Abel, 2012). Desde 

entonces, la producción de colorantes se ha diversificado, hasta alcanzar reportes de 

más de 100.000 colorantes sintéticos (Paz et al., 2017).  A principios del siglo XX, la 

producción de colorantes se concentraba en Europa, actualmente, los mayores 

productores son China e India, que también son los principales proveedores de tejidos 

a nivel mundial (Tkaczyk et al., 2020). 
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2.4 Industrias y sectores que aplican colorantes sintéticos  

Actualmente las clases químicas de colorantes que se emplean con mayor frecuencia a 

escala industrial son azo, antraquinona, índigo, xanteno y triarilmetano (Pereira and 

Alves, 2011). En particular, se destaca el uso de compuestos aromáticos con estructuras 

complejas como las antraquinonas (Routoula and Patwardhan, 2020). La mayoría de 

los colorantes sintéticos se utilizan en las industrias textil y de curtiembres para teñir 

una gran variedad de productos. No obstante, existen otras industrias y sectores que 

emplean colorantes orgánicos sintéticos como son la industria cosmética, la industria 

papelera, la industria alimentaria, la industria farmacéutica y los prestadores de 

servicios (Hospitales - Universidades), (Tkaczyk et al., 2020), sector de alta importancia 

para la presente investigación  

 

El sector de los prestadores de servicios emplea colorantes en las técnicas de tinciones 

biológicas (Hospitales - Universidades), (Tkaczyk et al., 2020). El tipo de colorantes que 

se encuentras en aguas residuales de los prestadores de servicio varía dependiendo del 

la metodología de tinción que se lleva a cabo. Por ejemplo, en los laboratorios de 

investigación biomédica que realizan procedimientos con fines de diagnóstico se 

pueden encontrar colorantes como Hematoxilina, Eosina Y, Rosa de Bengala u 

Auramine O.  Aunque el volumen de las soluciones de colorantes es relativamente 

pequeño, la concentración es muy alta (entre ~1 a 10 g L−1); generando aguas residuales 

con alta toxicidad (Sioi et al., 2006). Frecuentemente los prestadores de servicios 

generan volúmenes considerables de aguas residuales que se pueden diferenciar 

dependiendo del procedimiento de vertimiento y del origen del colorante en aguas 

residuales domésticas (ARD) y aguas residuales no domésticas (ARnD). El ARD puede 

estar contaminada de manera fortuita, por lo que el nivel de contaminación puede ser 

bajo, pero el ARnD se almacenan en contenedores especiales que permiten la 

recolección para posteriormente ser tratados por empresas especializadas que realizan 

la neutralización y disposición final (Pedroza-Camacho et al., 2018).  
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Los colorantes usados en la industria textil son los de mayor impacto a escala mundial, 

la aplicación de los colorantes se asocia al costo y a las características de fijación. Por 

ejemplo, los colorantes azo tienen propiedades de bajo costo, alta intensidad y solidez 

de color, (Khattab et al., 2020), lo que ha llevado a que sean la clase de colorantes de 

uso más frecuente (~60 %). Los segundos tintes más utilizados después de los azo son 

las antraquinonas y se caracterizan por el rendimiento de teñido, la fácil accesibilidad 

y el bajo costo (Varjani et al., 2020). Sin embargo, el uso de los diferentes tintes depende 

de propiedades como la afinidad por la fibra, la difusión, la reactividad y la estabilidad 

de la unión entre el tinte y la fibra (Khattab et al., 2020).  

 

En la industria del papel los colorantes se utilizan para hacer papel de colores brillantes, 

que se utiliza en la fabricación de adornos decorativos, entre otros. Sin embargo, el uso 

de colorantes que generan desechos en esta industria está asociado principalmente a la 

tinción artesanal de papel (Saakshy et al., 2016).  

 

En la industria cosmética productos como lápices labiales, coloretes, sombras de ojos, 

delineadores de ojos y esmaltes de uñas contienen uno o más colorantes (tintes o 

pigmentos) con una concentración que oscila entre el 1 y el 25 % para proporcionar los 

colores deseados (Weisz et al., 2017). No obstante, el sector más importante en el uso 

del color está asociado a la producción de tintes para el cabello, pues representa casi el 

80 % de los productos cosméticos en Europa (Tkaczyk et al., 2020).  

 

Los colorantes en la industria alimentaria se utilizan para hacer que los productos sean 

más atractivos o compensar las variaciones de color después del procesamiento de 

alimentos (Tkaczyk et al., 2020); se pueden encontrar en bebidas carbonatadas, 

bebidas de frutas, bebidas energéticas, caramelos, cereales, postres y bocadillos, entre 

otros (Stevens et al., 2014). Actualmente se conocen más de 60 colorantes alimentarios 

sintéticos; entre los más comunes se encuentran los tintes aniónicos Amarillo Ocaso (E-

110), Tartrazina (E-102) y Ponceau 4R (E-124) de la clase azo; Verde Sólido FCF (E-

143) de la clase trifenilmetano y Amarillo de Quinoleína (E-104) de la clase 

quinoftalona (Tikhomirova et al., 2018). Aunque el tipo de colorante y la concentración 
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permitida en los alimentos están reglamentados en cada país, diferentes 

investigaciones han demostrado el uso de colorantes no permitidos o que exceden el 

límite máximo permitido; lo que genera riesgo para los consumidores (Tripathi et al., 

2007; Rajapaksha et al., 2015; Singh et al., 2017).  

 

Por lo general, los colorantes aprobados para los alimentos apoyados en la normativa 

emitida por la Comisión del Codex Alimentario (CAC) son tambien usados en la 

industria farmacéutica (Šuleková et al., 2017; Gičević et al., 2020), por lo que es común 

encontrar en los productos farmacéuticos colorantes como Tartrazina (E-102), 

Amarillo Ocaso (E-110), Ponceau 4R (E-124), Azorubina/Carmoisina (E-122), 

Amaranto (E-123), Azul Brillante (E-133) y Rojo Allura (E-129), (Gičević et al., 2020). 

 

2.5 Impacto de los colorantes sintéticos sobre el medio ambiente 

Se estima que el mayor generador de aguas residuales coloreadas es la industria textil 

(Hadibarata et al., 2012; Senthivelan et al., 2016). En promedio el 20 % del colorante 

usado para la tinción de fibras textiles no es fijado a las fibras y se elimina en las aguas 

residuales (Kant, 2012); generando niveles elevados de contaminación (Kant, 2012). 

Sin embargo, el daño ambiental no depende únicamente de la cantidad de colorante  

vertido, sino también de las propiedades ecotoxicológicas de los mismos, de la mezcla 

de colorantes de diferentes clases químicas y de las otras sustancias que componen el 

efluente de las industrias (Clarke and Anliker, 1980; Tkaczyk et al., 2020).   

 

El agua residual coloreada que se vierte a los cuerpos de agua superficiales o 

subterráneos  se caracteriza por tener colorantes apreciables a simple vista (<1 ppm), 

(Golka et al., 2004; Mojsov et al., 2016) que ocasionan la disminución de la 

concentración de oxígeno disuelto en el agua (Ali, 2010), además, de incrementar los 

valores de los parámetros fisicoquímicos y biológicos como: la demanda química de 

oxígeno (DQO), (Zhou et al., 2017),  la demanda bioquímica de oxígeno (DBO), los 

sólidos disueltos totales (SDT), el nitrógeno total (NT), el fósforo total (FT) y los 

compuestos orgánicos no biodegradables. Por otra parte los colorantes tienen pH 
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alcalinos y metales pesados como cromo (Cr), arsénico (Ar) y zinc (Zn), (Berradi et al., 

2019).  

 

En general, los colorantes sintéticos son poco biodegradables debido a sus 

características y estructura, lo que genera un efecto adverso sobre el medio ambiente 

(Husain, 2006). La mayoría de los colorantes sintéticos son recalcitrantes, 

carcinogénicos y tóxicos para los ecosistemas (Aghaie-Khouzani et al., 2012). Por otra 

parte el efecto negativo de los colorantes se puede biomagnificar, generando tasas 

mayores de contaminación en los niveles tróficos más altos (Lellis et al., 2019). Sin 

embargo, es importante señalar que la toxicidad y los efectos negativos de cada 

colorante deben ser evaluados individualmente, ya que el daño que puede causar 

depende de la estructura y la concentración (dosis de exposición), (Ferraz et al., 2011), 

lo que también ha llevado a que algunos colorantes pueden persistir en el medio 

ambiente por tiempo prolongado (~50 años o más), (Pereira and Alves, 2011).  La 

persistencia de los colorantes está estrechamente relacionada con su reactividad 

química, por lo que los compuestos insaturados son menos persistentes que los 

saturados. La persistencia de compuestos aromáticos aumenta con el número de 

sustituyentes y los sustituyentes halógenos aumentan la persistencia de los colorantes 

(Berradi et al., 2019), demostrando la pertinencia de evaluar la degradación de 

colorantes de manera individual y combinada.  

 

Los colorantes de la clase azo han sido muy estudiados por su uso y efectos negativos; 

se reporta que entre el 60 y el 70% de los colorantes de esta clase son tóxicos, 

cancerígenos y/o resistentes a los tratamientos fisicoquímicos convencionales (Berradi 

et al., 2019). La toxicidad de muchos de los colorante azo se genera principalmente 

después de la reducción del colorante, debido a que se forman aminas aromáticas como 

por ejemplo la bencidina y su contraparte, como la dimetoxi y la dimetilbencidina, la 

cual puede mostrar efecto mutagénico conduciendo a enfermedades como el cáncer. El 

efecto cancerígeno de las aminas aromáticas se produce a través de la oxidación 

metabólica a intermediarios electrófilos reductores como las sales de diazonio las 

cuales se unen covalentemente al ADN a través de un proceso irreversible. Una 
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variación de este mecanismo es la reducción de uno o dos enlaces azo que se encuentran 

en ciertos colorantes a la correspondiente amina mono-azo aromática tóxica (Sarayu 

and Sandhya, 2012; Sarkar et al., 2017; Varjani et al., 2020).  

 

Cuando los colorantes azo iónicos son descartados en aguas superficiales o residuales, 

pueden unirse a la materia orgánica suspendida y mediante interacciones 

electrostáticas adherirse a sedimentos o lodos de aguas residuales, aumentando la 

persistencia (Soriano et al., 2014), adicionalmente el agua coloreada o los lodos 

contaminados pueden entran en contacto con los animales acuáticos, transfiriendo la 

toxicidad a través de la cadena trófica hasta llegar al ser humano, causando trastornos 

de salud como hipertensión, calambres, náuseas, hemorragias, ulceración de la piel o 

las membranas mucosas y dependiendo de la exposición al colorante pueden haber 

daños graves en riñón, sistema reproductivo, hígado, cerebro y sistema nervioso central 

(Sarayu and Sandhya, 2012; Sarkar et al., 2017). Parrot et al. (2016) evaluaron los 

efectos de colorantes azo sobre el pez de cabeza gorda (Pimephales promelas) en estado 

embrionario (larva) mediante la comparación de los efectos a diferentes 

concentraciones; encontrando que con el uso de 25.4 mg L-1 y 16.7 mg L-1 de los 

colorantes azo Amarillo disperso 7 y Rojo Sudan G, respectivamente, se disminuía la 

supervivencia de las larvas, muriendo entre 4 y 10 días después de la eclosión (Parrott 

et al., 2016). 

 

Algunas investigaciones han considerados los colorantes antraquinoides la clase más 

tóxica y aunque son ampliamente utilizados, las investigaciones sobre 

biotransformación y toxicidad siempre han sido limitadas en comparación con los 

colorantes azoicos; situación que es extrapolable a otras clases de colorantes. Novotný 

et al. (2006) evaluaron la toxicidad de dos tintes azo (Naranja reactivo 16 (RO16); Rojo 

Congo (CR)) y dos antraquinonas (Azul Brilliante Remazol R (RBBR); Azul Disperso 3 

(DB3)) utilizando la bacteria Vibrio fischeri, la microalga Selenastrum capricornutum y 

el ciliado Tetrahymena pyriformis; encontrando que el colorante DB3 fue el más tóxico 

y mostró efectos mutagénicos en todas las cepas de S. typhimurium utilizadas después 

de la activación metabólica “in vitro” (Novotný et al., 2006). La evaluación de otros 
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antraquinoides ha generado diferentes resultados. El azul Reactivo 4 fue considerado 

como fitotóxico, citotóxico y genotóxico (Chaudhari et al., 2017), pero los colorantes 

Azul Ácido 80 (AB80) y Azul Ácido 129 (AB129) evaluados a concentraciones altas no 

causaron efecto negativo en larvas de peces de cabeza gorda (Pimephales promelas) 

después de 14 días después de exposición (Parrott et al., 2016). 

 

Los colorantes triarilmetano han sido reconocidos por  afectar gravemente el sistema 

metabólico, acumularse y de penetrar en la piel y actuar como irritante si se ingiere o 

inhala, inducir efectos cancerígenos, producir sarcomas y de causar 

metahemoglobinemia cuando hay sobreexposición (Mittal et al., 2010). Una 

investigación realizada en cuerpos de agua de Bélgica para identificar el nivel y la 

acumulación de colorantes tóxicos en la especie silvestre en vía de extinción Anguilla 

anguilla (Anguila europea) encontró que la anguila estaba contaminada con colorantes 

en el 77 % de los órganos muestreados y que entre 25 y 58 % de las muestras contenían 

los colorantes triarilmetano Verde de Malaquita (MG), Cristal violeta (CV) y Verde 

Brillante (GB). Entre los tres colorantes el MG ha sido muy estudiado debido a que es 

considerado un tóxico multiorgánico, que afecta el sistema inmunológico y 

reproductivo y posee propiedades genotóxicas y cancerígenas, efectos que son una 

amenaza para esta y otras especies en peligro crítico de extinción (Belpaire et al., 2015). 

 

En una investigación controlada se empleó efluente de la industria textil (que contenía 

el tinte Índigo), para evaluar el efecto sobre el crecimiento, la producción de biomasa y 

la plasticidad fenotípica de la microalga Scenedesmus quadricauda donde se demostró 

el estrés ambiental que ocasiona el colorante, ya que la tasa de crecimiento de la 

microalga disminuyó a medida que aumentaba la concentración del efluente y a 

concentraciones altas de colorante la clorofila a, la densidad celular y el peso seco 

fueron afectados negativamente (Chia and Musa, 2014).  

 

No obstante, el tipo de colorante no debe ser considerado como el único factor 

responsable de los efectos negativos sobre el medio ambiente. Croce et al. (2017) 

realizaron bioensayos de toxicidad usando Daphnia magna y Raphidocelis subcapitata 
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en presencia de 42 colorantes comerciales; encontraron que 9 de los colorantes eran 

tóxicos para Daphnia magna a concentraciones inferiores de 100 mg L-1, mientras que 

30 de los colorantes fueron tóxicos para Raphidocelis subcapitata; demostrando la 

sensibilidad de algunas especies y efectos negativos de diferentes colorantes al medio 

ambiente (Croce et al., 2017). 

 

2.6 Tratamientos de aguas residuales coloreadas 

La eliminación del color es uno de los indicadores más importantes para el tratamiento 

de aguas residuales que contienen tintes debido a los efectos medioambientales 

negativos que ocasionan (Berkessa et al., 2020); siendo la etapa más crítica para un 

tratamiento efectivo es la caracterización del efluente, debido a que los efluentes 

generados en las distintas industrias difieren en cuanto a los parámetros de vertimiento 

establecidos en los diferentes países (Khan et al., 2020). Los parámetros de calidad del 

agua son una forma de conocer los cambios que ocurren en el agua residual cuando se 

efectúan los tratamientos (Gulzar et al., 2017).  

 

Reducir el costo del tratamiento y eliminar el mayor porcentaje de los contaminantes 

antes de la descarga de aguas residuales a los cuerpos de agua es el objetivo de 

diferentes investigaciones que incluyen procesos químicos, físicos, bioquímicos, 

biológicos e híbridos (Holkar et al., 2016; Hussain et al., 2019; Berkessa et al., 2020).  

No obstante, en el tratamiento de aguas residuales usualmente se pueden utilizar 

múltiples tratamientos que combinan procesos físicos, químicos y/o biológicos para 

eliminar la mayor cantidad de contaminantes de los efluentes (Chatzisymeon et al., 

2006; Berkessa et al., 2020; Khan et al., 2020). 

 

Entre los tres tratamientos (biológico, químico y físico), la eliminación de colorantes a 

través de procesos físicos es la más frecuente. Estos métodos son seleccionados por su 

simplicidad y eficiencia e incluyen métodos convencionales como la adsorción, la 

coagulación o floculación, el intercambio iónico, la irradiación, la filtración por 

membrana, la nanofiltración/ultrafiltración y la ósmosis inversa (Tabla 2.2) 
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(Katheresan et al., 2018).  Se caracterizan por seguir procesos no destructivos, no 

obstante, dependiendo del tratamiento empleado se pueden generar lodos peligrosos 

de difícil eliminación y tratamiento, aun así, es una opción viable para colorantes que 

durante su tratamiento generan productos más tóxicos que el colorante original 

(Hussain et al., 2019).   

 

Los tratamientos químicos de aguas son de alto costo al compararlos con los 

tratamientos físicos o biológicas.  Aunque en los tratamientos químicos algunos pueden 

ser eficientes en la eliminación de color (Tabla 2.3), (Katheresan et al., 2018), el 

consumo de sustancias oxidantes fuertes, como el cloro y el ozono, para promover la 

degradación química en algunos procesos es tan alto, que a gran escala terminan 

generando una problemática nueva, además,  requieren equipos específicos que tienen 

un alto costo y generan un consumo energético alto (Khattab et al., 2020).  
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Tabla 2.2 Algunos tratamientos físicos empleados en la remoción de colorantes.  
 

*Dependiente del tratamiento y el colorante 

Tratamiento  Colorante Remoción de 
color 

Parámetros que 
influyen en la 

operación 

Ventajas Desventajas Referencia 

Adsorción 
(Carbón 

activado -
materiales 

adsorbentes) 

Verde Claro SF  Asociado a los 
parámetros 
de operación 

El tiempo de contacto, 
tamaño de partícula del 
absorbente, 
concentración del 
absorbente, pH 

Entre el 75 y 86 % 
de adsorción tuvo 
lugar en las 
primeras 2 h 

Se requieren procesos de 
desorción para retirar el 
colorante, costos de 
operación relativamente 
altos. 

(Mittal et al., 2010)  

Cristal violeta  Entre 72.2 y 
97.8 % * 

pH, material adsorbente, 
temperatura de 
adsorción, área 
superficial del 
adsorbente 

Alta capacidad de 
adsorción  

Se requieren 
temperaturas elevadas 
(70 °C), lo que aumenta 
los costos operativos. 

(Fabryanty et al., 
2017)  

Nanofiltración 
(membrana 
compuesta) 

Rojo Congo, 
Azul de Metilo, 
Amarillo Ocaso 
y Rojo Neutro   

Entre 80.6 ± 
0.5 y 99.8 ± 
0.1 % *  

Composición y corte de 
peso molecular de las 
membranas, flujo de 
alimentación y carga de 
los colorantes. 

Alta eficiencia y 
posible 
reutilización del 
colorante obtenido. 

La adsorción del 
colorante en la 
membrana, alto costo y se 
requieren procedimientos 
de limpieza de las 
membranas. 

(Liu et al., 2017) 

Coagulación - 
floculación 

Negro ácido 
210 

93.2 % pH y dosis del 
coagulante. 

Simple y económico Se requiere algunos 
productos químicos 
considerados tóxicos, 
generación de lodos 

(Puchana-Rosero et 
al., 2018)  

Irradiación 
(Membranas 
fotocatalíticas) 

Azul de 
metileno, Rojo 
reactivo KE-3B, 
Naranja 
reactivo XBR 

Entre 31.0 y 
85.0 % * 

Composición, 
hidrofobicidad y 
porosidad de la 
membrana, pH y sales, 
estructura del 
cromóforo, tiempo de 
irradiación 

Degradación bajo 
irradiación de luz 
visible 

Se emplean solventes 
tóxicos. La presencia de 
sales disminuye la 
remoción de color 

(Alyarnezhad et al., 
2020)  
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 Tabla 2.3 Algunos tratamientos físicos empleados en la remoción de colorantes.  

*Depende del tratamiento y el colorante 

Tratamiento  Colorante Remoción de 
color 

Parámetros que 
influyen en la 

operación 

Ventajas Desventajas Referencia 

Ozonización Agua residual 
con color  

25.0 % pH, producción de   
ozono, 
concentración del 
colorante 

Fácil aplicación industrial 
(tratamiento in situ) y no 
se generan lodos 

Alto costo por consumo 
de energía, baja 
eficiencia de remoción. 
La calidad del efluente 

(Asaithambi et al., 
2017)  

Sonolisis Agua residual 
con color  

15.0 % pH, poder de 
sonicación 

No hay producción 
adicional de lodos.   

Alto costo y consumo de 
energía, baja eficiencia 
de remoción requiere 
altos volúmenes de 
oxígeno disuelto  

(Nidheesh et al., 
2013; Asaithambi et 
al., 2017) 

Oxidación 
electroquímica 

Efluente 
sintético con 
16 colorantes 

Entre 26.0 y 
85.0 %* 

Salinidad, pH, tipo y 
concentración de 
electrolito y tiempo 
de tratamiento  

La decoloración del 
efluente es rápida y 
eficiente, es de fácil 
implementación 

Proceso con alto 
consumo energético, 
requiere de compuestos 
catalíticos  

(Chatzisymeon et 
al., 2006)  

Proceso de 
oxidación 
avanzado (UV / 
H2O2) 

Verde 
Reactivo 19 

99 % Nivel de irradiación, 
pH, relación 
Colorante/H2O2, 
estructura del 
colorante  

Fácil manejo, estabilidad 
alta, disponibilidad de 
H2O2, no hay formación de 
lodos y tasa alta de 
mineralización 

Costoso y se generan 
productos indeseables 

(Zuorro and 
Lavecchia, 2014)  

Fenton y foto-
Fenton  

Naranja 
reactivo 4 

Entre 56.2 y 
98.1 % * 

pH No se requieren sistemas 
presurizados complicados 
para el proceso de 
oxidación y los reactivos 
son económicos 

Requiere pH ácidos 
(3.0), no se pueden 
eliminar los tintes 
dispersos y de tina, 
generación alta de lodos 
de hierro 

(Muruganandham 
and Swaminathan, 
2004; Nidheesh et 
al., 2013; 
Katheresan et al., 
2018)  
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Los métodos biológicos se consideran alternativas viables para el tratamiento de aguas 

residuales coloreadas debido a que son: ecológicos, rentables, dependiendo del 

tratamiento producen menos lodos, frecuentemente se obtienen metabolitos no 

peligrosos o alcanzan la mineralización completa y consumen niveles bajos de agua 

(Berkessa et al., 2020). No obstante, algunos estudios han encontrado que los métodos 

biológicos requieren tiempos prolongados de procesamiento y algunos métodos son 

ineficaces para eliminar tintes poliméricos altamente estructurados de baja 

biodegradabilidad. Además, no pueden aplicarse en algunas de las aguas residuales 

coloreadas debido a la toxicidad de los tintes comerciales en los microorganismos 

utilizados en el proceso. Los tratamientos biológicos generan la eliminación de 

colorantes mediante procesos como la adsorción por biomasa microbiana, la 

biodegradación con cultivos fúngicos, cultivos microbianos, cultivos mixtos, alga o 

enzimas (Nidheesh et al., 2013), llevado a evaluar tratamientos que no requieren del 

uso directo del microorganismo, como la adsorción por biomasa microbiana 

(biosorción) (Lellis et al., 2019). 

 

La biosorción emplea células vivas o muertas, estas últimas tienen ventajas como 

biosorbentes ya que no requieren nutrientes, se pueden almacenar y utilizar durante 

períodos prolongados (Solís et al., 2012). Aun así, el tratamiento por biosorción no 

elimina completamente el problema, ya que, al quedar atrapado en la matriz del 

adsorbente, se necesitan tratamientos posteriores para eliminar la matriz contaminada, 

limitando el tratamiento de grandes volúmenes de efluentes obtenidos en las diferentes 

industrias (Ali, 2010). Aun así, la biosorción ha sido muy empleada como estrategia de 

remoción de color, ya que el costo de operación es bajo y se pueden utilizar sistemas 

híbridos que aumentan la eficiencia en la remoción del color (Lellis et al., 2019). 

 

Almeida and Corso (2014) evaluaron la biosorción del Rojo Procion MX-5B empleando 

biomasa de Aspergillus niger (pellet) y encontraron que después de 3 h de incubación a 

30 °C el porcentaje de decoloración fue sólo el 30 % y los análisis UV-Vis mostraron que 

no hubo cambios en la estructura del colorante. En este estudio también se evaluó la 

biodegradación empleando el hongo Aspergillus terreus, el cual logró 98 % de 
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decoloración después de 336 h de tratamiento (Almeida and Corso, 2014), pero aunque 

la decoloración fue eficiente, el tiempo de tratamiento no fue apropiado para su 

aplicación a mayor escala. Además,  del tiempo de tratamiento, la eficiencia en la 

remoción es influenciada por fatores como la relación carga orgánica/colorante, la 

temperatura, la concentración de oxígeno en el sistema, la agitación, el pH, la 

concentración de sales, la concentración de colorante y la carga microbiana (Holkar et 

al., 2016; Varjani et al., 2020).  

 

Es importante conocer el tipo de microorganismo a utilizar en degradación de 

colorantes ya que algunas bacterias, hongos o algas son capaces de degradar los 

colorantes debido a la capacidad para producir ciertas enzimas (Legerská et al., 2016; 

Collivignarelli et al., 2019). En general la biodegradación de los colorantes mediada por 

enzimas es más eficiente (Choi, 2021) ya que la actividad catalítica aumenta la 

velocidad de reacción y se requiere de pequeñas cantidades de la enzima. Por lo tanto, 

los microorganismos que producen enzimas pueden actuar sobre los colorantes y 

disminuir o eliminar de forma eficiente la contaminación del agua (Sarkar et al., 2017). 

Sin embargo, los microorganismos pueden ser afectados por el pH, las sustancias 

químicas, la alta salinidad y por los compuestos orgánicos tóxicos (Solís et al., 2012); 

propiciando ventajas al uso de enzimas como estrategia alterna para el tratamiento de 

colorantes y otros compuestos contaminantes industriales.  

 

Las enzimas son catalizadores con variada especificidad que por lo general producen 

subproductos de menor toxicidad, son de alta eficiencia y se ha demostrado que tienen 

potencial en el tratamiento de colorantes (Sarkar et al., 2017; Routoula and 

Patwardhan, 2020). Algunas de las razones que han limitado el uso de enzimas es que 

se considera que su producción es costosa (Sarkar et al., 2017). No obstante, las 

ventajas de uso de las enzimas como: ser relativamente más fáciles de usar, la 

especificidad por el sustrato, la fácil regulación de la actividad catalítica y la 

implementación han diversificado su uso (Sarkar et al., 2017). 
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Algunas de las enzimas que se han usado para la degradación de colorantes incluyen la 

lignina peroxidasa (LiP, EC 1.11.1.14), la manganeso peroxidasa (MnP, EC 1.11.1.13), la 

azoreductasa (EC 1.7.1.6) o la lacasa (Lac, EC 1.10.3.2), (Legerská et al., 2016; 

Collivignarelli et al., 2019). Cada una de estas enzimas tiene características propias que 

definen su eficiencia de biodegradación y condiciones de trabajo. No obstante, entre las 

enzimas mencionadas las lacasas se caracterizan por no requerir peróxido de 

hidrógeno como ocurre con LiP y MnP, ni requerir cofactores como NADH2 , NADPH2 y 

FADH2 para la activación de la catálisis como ocurre con las azoreductasas (Legerská et 

al., 2016). 

 

2.7 Lacasas  

Las lacasas (p-difenol: dióxido oxidoreductasas) son enzimas oxidoreductasas 

multicobre (Antosová and Sychrová, 2016), capaces de catalizar la reducción de 

oxígeno molecular (O2) a agua (H2O), (Morozova et al., 2007). La lacasa se reportó por 

primera vez como parte de la secreción de savia, generada por el árbol japonés Rhus 

vernicifera por Yoshida en 1883 (Yoshida, 1883). Actualmente se conoce que las lacasas 

se encuentran ampliamente distribuidas en plantas y hongos degradadores de la lignina 

(Basidiomicetos, Ascomicetos y Deuteromicetes), (Ramírez and Coha, 2003; Shraddha 

et al., 2011; Patel et al., 2014); también se ha demostrado la producción de lacasas en 

bacterias (Yue et al., 2017), algas (Otto and Schlosser, 2014) e insectos (Asano et al., 

2014). 

 

Las lacasas más estudiadas han sido las fúngicas, debido a su alto potencial redox, en 

las que se conocen funciones como la degradación y mineralización de la lignina 

(característica asociada a los diferentes hongos), la síntesis de pigmento (melaninas, 

que se producen contra el estrés ambiental), la formación de cuerpos fructíferos, la 

morfogénesis fúngica, la desintoxicación, la esporulación y en algunos hongos se 

demuestra su participación en procesos patogénicos (hongos patógenos), (Thurston, 

1994; Dwivedi et al., 2011). En plantas las lacasas participan en la formación de 

barreras protectoras insolubles (secreción de laca) contribuyendo en la defensa de la 
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planta, la polimerización de la lignina (Berthet et al., 2012), la homeostasis de las 

citoquininas, la polimerización de flavonoides en capas de semillas y la resistencia a 

contaminantes fenólicos (Otto and Schlosser, 2014).  En bacterias las lacasas están 

involucradas en la producción de melanina, la resistencia de las esporas, la 

morfogénesis, la desintoxicación del cobre y la oxidación del manganeso (Alexandre 

and Zhulin, 2000; Strong and Claus, 2011). En insectos las lacasas tienen como función 

la esclerotización y pigmentación de la cutícula (Asano et al., 2014). Por último, en las 

algas las lacasas están vinculadas a la detoxificación de compuestos fenólicos, la síntesis 

de biopolímeros asociados a la pared celular y la adquisición de nutrientes a través de 

la transformación de sustratos lignocelulósicos (Otto and Schlosser, 2014). 

 

2.8 Conformación del centro activo de las lacasas   

El sitio activo de la lacasas tiene cuatro Cu+2, distribuidos en tres sitios (Sitarz et al., 

2016),  identificados como cobre tipo I (CuT1), tipo II (CuT2) y tipo III (CuT3), donde el 

cobre CuT2 y un par de cobre CuT3 conforman el centro de cobre trinuclear (TNC) 

(Figura 2.1), (Komori and Higuchi, 2010; Tonin et al., 2016). Comúnmente las lacasas 

presentan la misma arquitectura estructural, compuesta por tres dominios tipo 

cupredoxina, dispuestos secuencialmente (Dominios 1, 2 y 3), donde el CuT1 se 

encuentra en el dominio 1 y los cobre que componen TNC (CuT2 y dos CuT3) se unen a 

los dominios 1 y 3 (Komori and Higuchi, 2010; Hakulinen and Rouvinen, 2015).  

 

El sitio CuT1 es mononuclear y confiere el color azul a la enzima a causa de las 

características espectroscópicas. El CuT1 se encuentra incrustado en el dominio 3, 

aproximadamente a 6.5 Å debajo de la superficie de la enzima; en una depresión de la 

superficie, delimitada por un giro β, que pertenece al dominio 1, y dos giros β del 

dominio 3, involucrados en la unión del sustrato (Piontek et al., 2002). La coordinación 

de CuT1 se diferencia en función del microorganismo de origen.  

 

A pesar de que, en varios estudios teóricos, se demostró que los iones Cu (II) prefieren 

la coordinación cuadrada-plana y cuadrada-piramidal (Stanek et al., 2018), la mayoría 
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de las lacasas fúngicas se caracterizan por la ausencia de un cuarto ligando axial en 

CuT1 (Cannatelli and Ragauskas, 2017). En estos casos el CuT1 se encuentra 

coordinado con tres ligandos que corresponden a 2 residuos de Histidina y un residuo 

de Cisteína (Figura 2.1), (Jones and Solomon, 2015; Plegaria et al., 2015). La 

tricoordinación es favorecida presumiblemente porque la tetracoordinación reduce la 

exposición catiónica al disolvente, disminuyendo su polarización (Vázquez-Lima and 

Guadarrama, 2012). La ausencia del cuarto ligando se compensa con un enlace Cu-S más 

fuerte, influyendo sobre el E0. 

 

En lacasas de origen bacteriano el CuT1 puede estar tetracoordinado a un ligando axial 

como Metionina o Glutamina, mientras que las lacasas fúngicas poseen un residuo no 

coordinador como Leucina o Fenilalanina en lugar de la Metionina axial. Estas 

diferencias en la geometría de coordinación en las lacasas influye en la estructura 

electrónica y la transferencia de electrones al CuT1  (Figura 2.2), (Olbrich et al., 2019).   

 

 

Figura 2.2 Coordinación de ligando en el cobre T1. A Coordinación del cobre en lacasas 

fúngicas (tricoordinación) B. Tetracoordinación en lacasas no fúngicas. 

 

El CuT2 es un sitio de cobre mononuclear (Rivera-Hoyos et al., 2013) que no muestra 

una característica de absorbancia, pero tiene una constante de acoplamiento paralelo 

hiperfino, similar a la de un centro de cobre tetragonal típico (Jones and Solomon, 

2015). Este cobre se encuentra coordinado por dos residuos de Histidina y un átomo de 
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Oxígeno como un ligando hidróxido (OH-) y está ubicado estratégicamente cerca a los 

cobres T3, formando una configuración coplanar trigonal (Sitarz et al., 2016).  

 

El sitio de cobre CuT3 es binuclear, y está compuesto por un par de átomos de cobre 

identificados como CuT3α y CuT3β (Rivera-Hoyos et al., 2013; Sitarz et al., 2016). Los 

cobres del sitio CuT3 tienen una absorbancia débil en el espectro UV (cercano a 330 

nm) y no tiene señal de resonancia paramagnética electrónica (EPR), debido al 

acoplamiento antiferromagnético (AF) que resulta de un ligando que forma un puente 

de hidróxido entre los cobres (Jones and Solomon, 2015). Cada uno de los cobres del 

sitio se encuentran coordinados a 3 Histidinas y comparten el grupo hidróxido.  

 

Aunque es común que las lacasas tengan los cuatro átomos de cobre, también se ha 

encontrado que las lacasas que no tienen el característico color azul, pueden tener 

átomos de zinc o hierro en lugar de cuatro átomos de cobre  (Patel et al., 2014). En la 

lacasa pura del hongo Myrothecium verrucaria NF-05 después de un análisis 

cuantitativo se obtuvo 3.08 ± 0.3 átomos de cobre y 0.95 ± 0.2 átomos de hierro por 

molécula de proteína; sin embargo, la investigación no definió la disposición de los 

átomos metálicos y cual cobre fue reemplazado por el átomo de hierro (Zhao et al., 

2012). En la lacasa pura del hongo Phellinus ribis los análisis del espectro UV-VIS no 

mostraron el pico cercano a los 600 nm característico de CuT1 y después del análisis 

cuantitativo se obtuvo 2.0 ± 0.3 átomos de zinc y 0.9 ± 0,2 átomos de cobre por molécula 

de proteína; no obstante, los análisis de espectrometría de masas con plasma acoplado 

inductivamente, mostraron que la enzima contenía iones de zinc, cobre y manganeso 

(Min et al., 2001). La lacasa pura POXA1 de Pleorotus ostreatus fue analizada por 

absorción atómica, encontrando que tenía 0.7 ± 0.2 de cobre/mol, 0.7 ± 0.2 de 

hierro/mol y 0.2 ± 0.2 de zinc/mol de proteína, lo que sugeriría una isoenzima con una 

estequiometría cobre/hierro/zinc de 1:1:2 (Palmieri et al., 1997). 
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2.9 Mecanismo catalítico de la lacasas 

Para iniciar la actividad catalítica se cree que las lacasas deben estar en estado de 

reposo con todos los cobres en estado oxidado (Cu++), (Hakulinen and Rouvinen, 2015). 

El ciclo catalítico en las lacasas comienza con la oxidación del sustrato, el CuT1 (Cu++) 

es el encargado de secuestrar los electrones y transferirlos hacia el centro de cobre 

trinuclear a través de la vía His-Cys-His (Rivera-Hoyos et al., 2013; Hakulinen and 

Rouvinen, 2015; Tonin et al., 2016). Después de la oxidación de cuatro electrones, se 

produce la forma completamente reducida (Cu+), durante la oxidación la transferencia 

intramolecular de electrones se realiza junto con una transferencia de protones, 

necesaria para la reducción de O2 en H2O, a través de grupos ionizables ubicados dentro 

de los canales del TNC (Figura 2.3), (Mate et al., 2010; Rivera-Hoyos et al., 2013; 

Hakulinen and Rouvinen, 2015; Pardo and Camarero, 2015; Senthivelan et al., 2016), 

(Figura 2.1).  

 

 

Figura 2.3. Mecanismo simplificado de la reacción de oxidación del sustrato en las 

lacasas. Modificado de (Rodríguez-Delgado et al., 2015).  

 

El mecanismo de reacción de las lacasas funciona como una batería, pues almacena 

individualmente los electrones de la reacción de oxidación para reducir el oxígeno 

molecular y producir agua después de haber recibido cuatro electrones (Senthivelan et 
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al., 2016). Justamente, el uso de oxígeno en las reacciones ha despertado el interés por 

las lacasas a nivel industrial; al introducir O2 como oxidante primario y controlar las 

reacciones con la inyección o eliminación de la presión parcial de O2 durante el proceso 

enzimático (Hildén et al., 2009). 

 

Adicional a la funcionalidad de los cobres para la oxidación de diferentes sustratos, 

existe un parámetro estructural crítico en las lacasas. Se ha identificado que la 

presencia de una cola C-terminal en algunas lacasas puede actuar como un tapón que 

bloquea el acceso al canal de agua del TNC, la cual, tiene una extensión variable de 

residuos dependiendo del origen de la enzima  (Pardo and Camarero, 2015). Giardina 

et al. (1999) realizó un análisis automático de secuencia de la cola C-terminal de POXA 

1B pura; determinando que era heterogénea. Durante los análisis identificaron tres 

secuencias: -Leu-Pro-Ala-Pro-Leu-Lys (abundancia relativa, 40 - 45 %); -Leu-Pro-Ala-

Pro-Leu (40 - 45 %) y -Leu-Pro-Ala-Pro (10 - 20 %). Las tres secuencias C-terminales 

parecían generarse a partir de la misma cadena polipeptídica y la heterogeneidad 

observada podría explicarse por la existencia de procesamiento C-terminal de la 

proteína o durante el procedimiento de purificación (Giardina et al., 1999).  Andberg et 

al., (2009) generaron dos mutantes de la lacasa MaL de M. albomyces para evaluar el 

efecto de la cola C-terminal y encontraron que en el mutante DSGL559 que tenía la 

deleción de los cuatro últimos residuos afectaba la actividad de la enzima, haciéndola 

casi inactiva; en el caso de la mutación L559A la cual evitaba la escisión C-terminal se 

demostró cambios en la geometría del sitio trinuclear, así como, la importancia del 

tapón C-terminal en la actividad lacasa, la estabilidad y la cinética (Andberg et al., 2009).   

 

2.10 Potencial redox en las lacasas  

Las lacasas importantes para las aplicaciones industriales son las que poseen alto 

potencial redox (Liu et al., 2014). En las lacasas el comportamiento catalítico sobre la 

mayoría de los sustratos reductores depende del E0 en el CuT1, ya que este es el aceptor 

de electrones (Wong, 2009). El E0 es característico de cada enzima, con un rango que 

varía entre ~0.400 a 0.800 V (Zimbardi et al., 2016). Las lacasas con potencial redox 
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bajo, oscilan entre 0.340 y 0.490 V y comúnmente tienen una Metionina como ligando 

axial del CuT1; las lacasas con potencial redox medio, oscilan entre 0.470 y 0.710 V y 

tienen una Leucina no coordinante y las lacasas con potencial redox alto oscilan entre 

0.720 y 0.780 V y la mayoría presentan una Fenilalanina no coordinante (Olbrich et al., 

2019). 

 

Además, se ha detectado que para lacasas con E0 alto existe una mayor distancia de 

coordinación entre el CuT1 y un residuo de His (Figura 2.2 A), (Cannatelli and 

Ragauskas, 2017). El aumento de la distancia se observó en la estructura de la lacasa 

TvL de Trametes versicolorc y se cree que es causado por un enlace de hidrógeno entre 

dos residuos altamente conservados (Glu460 – Ser113) que genera el desplazamiento del 

segmento helicoidal donde se ubica el residuo de His458, alejando el N del residuo His458 

del CuT1 (Piontek et al., 2002). Se ha propuesto que una mayor distancia entre Cu-N 

(His) hace que el ion Cu sea más deficiente en electrones debido a una menor 

contribución del N, lo que puede desestabilizar estados de oxidación más altos, 

aumentando así el E0  (Giardina et al., 2010; Cannatelli and Ragauskas, 2017).  

 

En conjunto, las variaciones en el potencial redox del CuT1 observado entre las lacasas 

no se pueden atribuir a una sola característica estructural, sino a la suma de factores 

como la geometría de coordinación de CuT1 y la naturaleza de los residuos que influyen 

en la accesibilidad del disolvente, los enlaces de hidrógeno y la anisotropía dieléctrica 

(Giardina et al., 2010). 

 

El potencial redox es un parámetro clave en las enzimas, ya que a mayor potencial 

redox, el rango de sustratos que puede transformar se amplía (Macellaro et al., 2014), 

por lo que el E0 restringe los sustratos que las enzimas pueden oxidar.  Sin embargo, la 

capacidad oxidativa también se puede mejorar con el uso de mediadores; lo que podría 

ser un obstáculo a nivel industrial debido al alto costo y la toxicidad de los mediadores. 

Por este motivo, las lacasas con alto potencial redox son más atractivas para fines 

biotecnológicos y ambientales (Zimbardi et al., 2016).  
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2.11 Estabilidad de las lacasas 

Los estudios de estabilidad utilizan diferentes metodologías de análisis para identificar 

la respuesta de la enzima expuesta a diversas condiciones. Las metodologías de análisis 

más frecuentes para el estudio de la estabilidad proteica se orientan a determinar la 

estabilidad cinética y la estabilidad termodinámica (Karlström et al., 2010; Wu et al., 

2014; Morales-Álvarez et al., 2017b; Ardila-Leal et al., 2019), pues permiten identificar 

el efecto de diferentes factores (temperatura, pH, presión e inhibidores de la reacción) 

sobre la actividad y conformación de las enzimas; generando resultados que facilitan la 

detección de las condiciones óptimas para el funcionamiento y almacenamiento de la 

enzima estudiada. La estabilidad termodinámica se define por la energía de 

estabilización libre de las enzimas (∆Gstab donde se refleja la diferencia entre las 

energías libres de los estados plegados y desplegados de la proteína) y por la 

temperatura de fusión de la proteína (melting temperature (Tm); temperatura a la cual 

el 50 % de la proteína se desdobla). La estabilidad cinética depende de la barrera 

energética para la inactivación irreversible y se expresa como la vida media de la 

enzima (t1/2) a una temperatura definida. Por lo general las dos estabilidades se 

correlacionan, ya que al aumentar la resistencia de la enzima al desdoblamiento (mayor 

Tm) también aumenta su resistencia a la inactivación (mayor t1/2), (Brissos et al., 2014).   

 

Evaluar la estabilidad a diferentes temperaturas y pHs ha sido uno de los objetivos más 

importantes para caracterizar adecuadamente una enzima.  Li et al. (2016) evaluaron 

el efecto del pH y la temperatura sobre la lacasa LS-10C de Trametes sp., para ello 

incubaron la enzima a pHs entre 2.5–7.0 y entre 20–70 °C durante una hora, obteniendo 

un rango de pH óptimo de 4.0-4.5 y 40 °C como temperatura optima (Li et al. (2016). 

Bertrand et al. (2016) encontraron que en la lacasa Lac6c de Trametes versicolor 

después de 120 min de exposición a temperaturas entre 25 y 70 °C   presentaba 

variaciones en la actividad relativa entre el 20 y 75 %; no obstante, la consideraron muy 

estable, debido a que mantenía un promedio de la actividad relativa de 50 %. Con 

relación al pH detectaron que variaba considerablemente, manteniendo 3, 7, y 28 % de 

su actividad relativa a pH 3, 4 y 5, respectivamente, después de 4 h de exposición 
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(Bertrand et al., 2016). Bao et al. (2013) encontraron que la lacasa lac1 de Coprinus 

comatus mantenía una actividad residual de 51 % después de una hora a 60 °C; en 

cuanto al pH encontraron que el óptimo variaba dependiendo del sustrato usado para 

evaluar la actividad residual, obteniendo con ABTS (2,2’azino bis (3-etilbenzotiazolin-

6-sulfonato)), guayacol, DMP (2,6 dimetoxifenol) y la siringaldazina pH óptimos de 3.0, 

6.0, 5.0 y 6.0, respectivamente (Bao et al., 2013). Estas investigaciones demuestran la 

importancia de conocer la estabilidad enzimática de cada isoenzima para definir 

condiciones de uso y almacenamiento más eficiente; así como los diferentes sustratos 

sobre el cual la enzima puede actuar, ya que cada isoenzima tiene afinidades que varían 

dependiendo de las condiciones. 

 

Existen estudios de estabilidad que se han orientado a determinar los cambios 

conformacionales de una molécula, bajo la influencia de diferentes factores en un 

tiempo de almacenamiento, conocido como método indicador de estabilidad (SIM – 

sigla en inglés); método que evalúa los cambios de las moléculas sin la interferencia de 

excipientes, impurezas y productos que induzcan la degradación, aplicado 

principalmente a productos de uso farmacéutico (Blessy et al., 2014). De manera 

general, cuando se estudia la estabilidad de proteínas y/o enzimas, suele realizarse de 

tres formas: a tiempo real (Pabari et al., 2015), de forma acelerada (Jain and Roy, 2011), 

o computacionalmente (simulación dinámica computacional), (Christensen and Kepp, 

2013; Magliery, 2015). En todos los casos, el estudio conduce al monitoreo periódico de 

los cambios en las características de la proteína y/o enzima (bioquímica, 

conformacional, actividad enzimática, entre otras) en un período de tiempo 

prolongado, bajo la influencia de diferentes temperaturas.  

 

Si el estudio de estabilidad es a tiempo real (Pabari et al., 2015), se emplean 

temperaturas que hayan demostrado que no alteran significativamente las 

características de la proteína y/o enzima; incluyendo la temperatura a la cual la 

proteína y/o enzima presenta actividad enzimática óptima o mantiene su conformación 

nativa.  Cuando se hace el estudio de estabilidad acelerada (Jain and Roy, 2011), se 

suelen emplear condiciones bajo estrés para la proteína y/o enzima como temperaturas 
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altas (Ej. ≥ 40 °C). En el caso de la simulación dinámica computacional, se evalúan 

diferentes temperaturas hasta encontrar la más apropiada para el desempeño o 

funcionamiento de la proteína y/o enzima; el procesamiento de los datos identifica los 

sitios críticos en la estabilidad de diferentes enzimas (Christensen and Kepp, 2013; 

Magliery, 2015), así como comparar lacasas de diferentes orígenes para determinar 

cuáles presentan una estabilidad significativamente mayor (Awasthi et al., 2014). 

 

2.12 Características de la Lacasa POXA 1B 

Las isoenzimas de lacasa producidas por Pleurotus ostreatus, un hongo basidiomiceto 

de podredumbre blanca, han sido ampliamente estudiadas (Giardina et al., 1999; 

Rivera-Hoyos et al., 2013). Se ha reportado que P. ostreatus secreta 8 isoformas de 

lacasa, de la cuales seis han sido aisladas y caracterizadas (POXA 1B, POXA 1W, POXA 

2, POXA 3a, POXA 3b y POXC), (Morozova et al., 2007). POXA 1B es una enzima 

monomérica con una masa molecular de 57 kDa, un punto isoeléctrico (pI) de 6.9, posee 

un contenido de cobre de 3.7 mol/mol de proteína y es capaz de oxidar los sustratos 

ABTS, siringaldazina y 2,6 dimetoxifenol (DMP), (Giardina et al., 1999) con un potencial 

redox de 0.650 V vs., electrodo de hidrógeno normal (NHE), (Macellaro et al., 2014). En 

cuanto a la estabilidad a diferentes pHs Giardina et al., (1999) encontraron que la 

estabilidad era mayor a pH alcalino, mientras Ardila-Leal et al., (2019) encontraron que 

la enzima recombinante POXA 1B fue más estable a pH 4.0 ± 0.2. Diferencias que pueden 

estar relacionadas a las características de exposición en cada una de las enzimas, ya que 

la estabilidad de POXA 1B por Giardina et al. (1999) fue obtenida después de un proceso 

de purificación (Giardina et al., 1999).   

 

2.13 Producción y expresión heteróloga de lacasas fúngicas  

Las lacasas más utilizadas en la industria provienen de los hongos, los cuales a menudo 

presentan rendimientos altos y producen varias isoformas de lacasa. No obstante,  la 

eficiencia catalítica de cada isoforma es diferente (Antosová and Sychrová, 2016).  

Además, la obtención de lacasas empleando el hongo nativo, presenta dos limitaciones, 

la primera se relaciona con el efecto negativo sobre las propiedades del medio debido 
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a que el crecimiento morfológico afecta la reología del caldo de cultivo y la segunda que 

el micelio de los hongos puede envolverse alrededor del impulsor y esparcirse por la 

línea de alimentación o muestreo. Algunas especies de hongos (Basidiomicetos) 

producen cantidades altas de lacasa; sin embargo, la producción podría no satisfacer la 

demanda industrial debido a que presentan dificultades como largos períodos de 

cultivo (Bertrand et al., 2017), requieren mayor control de las condiciones de 

crecimiento y demandan alta disponibilidad de oxígeno (Admassu et al., 2015). Esta 

problemática se observa en los resultados obtenidos por Postemsky et al., (2017) 

cuando evaluaron la producción de lacasa de Ganodema lucidum en 3.5 Kg de cascarilla 

de girasol lograron obtener sólo 16 Ug-1 de lacasa (Postemsky et al., 2017), mientras 

que Patel et al., (2009) evaluaron la producción de lacasa del hongo Pleurotus ostreatus 

en 5 g de paja de trigo con cobre, encontrando que alcanzaba 14,189 Ug-1 de lacasa 

después de 8 días de incubación (Patel et al., 2009).  Las dificultades en la producción y 

obtención de enzimas han propiciado que el 90 % de las enzimas industriales sean 

obtenidas con microorganismos manipulados genéticamente (expresión heteróloga), 

(Hölker et al., 2004).  

 

Las lacasas han sido expresadas en hospederos como Saccharomyces cerevisiae (Miele 

et al., 2010), Yarrowia lipolytica (Kalyani et al., 2015), Pichia pastoris (Rivera-Hoyos et 

al., 2015; Campos et al., 2016), Kluyveromyces lactis (Faraco et al., 2008) e incluso 

hongos filamentosos como Aspergillus niger (Record et al., 2002), Aspergillus sojae 

(Hatamoto et al., 1999) y Trichoderma reesei (Rautio et al., 2007). Aun así, P. pastoris es 

el hospedero de expresión más exitoso usado en la producción de proteínas 

recombinantes, principalmente para productos biofarmacéuticos y enzimas de uso 

industrial (Córdoba et al., 2003; Looser et al., 2015) y uno de los más usados para la 

expresión de lacasas fúngicas (Tabla 2.4). Las razones que influyen en el uso de P. 

pastoris son: su alto nivel de expresión, la capacidad de usar diferentes fuentes de 

carbono (Poutou et al., 2005; Poutou-Piñales et al., 2010), la posibilidad de crecer en 

cultivos de alta densidad celular y la producción de grandes cantidades de proteínas 

recombinantes (Antosová and Sychrová, 2016),  la respuesta positiva a diferentes 

estrategias de fermentación (Hong et al., 2002), la alta expresión extracelular de las 
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proteínas recombinantes (Yang et al., 2015a), es un microorganismo GRAS (General 

Recognized as Safe), (Ahmad et al., 2014)  y la ausencia de la enzima α-1,3-mannosil 

transferasa (EC 2.4.1.132) que produce los enlaces de manosilo α-1,3 

característicamente producido en S. cerevisiae y que no son deseables, especialmente 

para la producción de proteínas recombinantes de uso en la industria farmacéutica 

debido al patrón de hiperglicosilación que genera en la proteína clonada (Çelik and 

Çalık, 2012).  

 

El uso industrial de lacasas requiere que se optimicen las condiciones de producción. 

Una de las estrategias para aumentar la producción de lacasas recombinantes es 

utilizando promotores fuertes en la construcción genética. En P. pastoris, el promotor 

más utilizado es el promotor alcohol oxidasa (pAOX), (Antosová and Sychrová, 2016; 

Burgard et al., 2017), que es inducido por metanol; no obstante, el metanol es tóxico, 

puede afectar la estabilidad de las enzimas, incrementar la actividad proteolítica y 

generar dificultades en el plegamiento de la enzima (Zhang et al., 2009; Antosová and 

Sychrová, 2016). El uso de promotores alternativos que no requieren el uso de metanol 

como el promotor constitutivo de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (E.C. 

1.2.1.12), (pGAP) ha sido usado satisfactoriamente en la producción de lacasas de 

origen fúngico (Antosová and Sychrová, 2016).  

 

La expresión de proteínas recombianantes en P. pastoris bajo el control del pGAP tiene 

ventajas, debido a que elimina el riesgo y disminuye el costo asociado al 

almacenamiento y el uso de grandes volúmenes de metanol, además, disminuye 

considerablemente la generación de calor y los requerimientos de oxígeno durante la 

producción (Garcia-Ortega et al., 2013) y por otro lado se pueden utilizar diferentes 

fuentes de carbono para la expresión como glucosa y glicerol entre otras (Zhang et al., 

2009).  
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Tabla 2.4 Algunas lacasas fúngicas con expresión heteróloga en P. pastoris. 

Lacasa Origen de la enzima Referencias 

rPOXA 1B Pleurotus ostreatus (Rivera-Hoyos et al., 2015; Ardila-Leal et al., 2019)  

rGlLCC1 Ganoderma lucidum (Rivera-Hoyos et al., 2015; Morales-Álvarez et al., 

2017a)  

lcc3 Tremetes trogii (Campos et al., 2016)  

ClLAC1I Colletotrichum lagenarium (Wang et al., 2016a)  

rLAC-EN3-1 Ganoderma sp. (Zhuo et al., 2015)  

Lac3/Lac4 Coprinus comatus (Gu et al., 2014)  

Lac1  Cerrena sp. HYB07 (Yang et al., 2015a)  

Lac1  Coprinus comatus (Bao et al., 2013)  

lac48424-1 Trametes sp. 48424 (Fan et al., 2011)  

rLAC5930 Trametes sp. 5930 (Yang et al., 2011)  

Lac2 Lenzites gibbosa (Zheng et al., 2014)  

Lcc1A/Lcc1B Lentinula edodes  (Wong et al., 2012)  

lcc Pycnoporus sanguineus (Lu et al., 2009)  

lacD Fome lignosus (Hu et al., 2009)  

rLacD Trametes sp. (Hong et al., 2007)  

 

2.14 Aplicaciones biotecnológicas de las lacasas 

La lacasa es considerada la enzima con mayor disponibilidad  para diferentes 

aplicaciones comerciales (Kuddus et al., 2013). Las lacasas catalizan reacciones 

químicas sobre una amplia gama de sustratos y su capacidad para oxidar los sustratos 

está relacionada con la presencia de grupos fenólicos como se observan en el sustrato 

modelo (la lignina), (Munk et al., 2015). Los compuestos fenólicos son sustratos típicos 

para las lacasas porque sus potenciales redox (0.5 a 1.0 V vs. NHE) son lo 

suficientemente bajos como para permitir la extracción de electrones (Munk et al., 

2015). El mecanismo catalítico de las lacasas sobre compuestos fenólicos e inorgánicos, 

es llevado a cabo por mecanismos de acoplamiento oxidativo (Sharma et al., 2018) o 

por la oxidación monoelectrónica de difenoles y aminas aromáticas, en este último caso 
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se elimina un electrón y un protón del grupo hidroxilo o amino formando un radical 

fenoxilo o amino, respectivamente (Patel et al., 2014). 

 

El fenol es uno de los contaminantes más peligrosos para el medio ambiente.  Debido a 

su uso en la industria petroquímicas, la coquización, los plásticos, las refinerías de papel 

y petróleo, así como las industrias de resinas fenólicas, entre otros, se ha investigado la 

lacasa como estrategia en la eliminación del fenol (Asadgol et al., 2014). Aunque la 

acción de la lacasa es comúnmente relacionada con compuestos fenólicos, la baja 

especificidad de las lacasas les permite catalizar compuestos no fenólicos como los 

colorantes. Por las razones anteriores las lacasas son útiles en la deslignificación de 

compuestos lignocelulósicos, biopulpeo, bioblanqueo, transformación de colorantes de 

la industria textil, remoción de colorantes, tratamiento de aguas residuales y 

degradación de diferentes compuestos recalcitrantes (Monteiro and De Carvalho, 1998; 

Aghaie-Khouzani et al., 2012; Forootanfar et al., 2016; Ferraroni et al., 2017; Zeng et al., 

2017; Rivera-Hoyos et al., 2018). Algunas otras aplicaciones de las lacasas se observan 

en la Tabla 2.2.  

 

A pesar del amplio uso de las lacasas, se ha demostrado que no siempre son efectivas 

en la eliminación de algunos compuestos; lo que ha impulsando el uso de agentes 

mediadores como estrategia de degradación (Routoula and Patwardhan, 2020). La 

ventaja de los mediadores se debe a que permiten que los sustratos de gran tamaño o 

con potencial redox muy alto puedan interactuar con el centro activo de la lacasa 

(Antosová and Sychrová, 2016). Así mismo, se sabe que la acción de las lacasas se 

incrementa con el uso de mediadores químicos como  ABTS, 1-hidroxibenzotriazol 

(HBT), hidroxiftalimida (HPI), 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxi (TEMPO), 

acetosiringone, ácido violúrico (VA), siringaldehído (SA) y vainillina (VA), (Solís-Oba et 

al., 2005; Ashe et al., 2016; Choi, 2021), (Tabla 2.2); siendo  el ABTS es el más utilizado 

(Pogni et al., 2015). Cada mediador requiere condiciones óptimas diferentes para la 

reacción con un compuesto diana y puede oxidar el sustrato por algunos de los tres 

mecanismos reportados (transferencia de átomos de hidrógeno, transferencia de 

electrones y mecanismos iónicos), (Ashe et al., 2016). 
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Diferentes investigaciones han demostrado el efecto de la lacasa sobre diferentes 

compuestos  contaminantes al usar mediadores (Hu et al., 2009; Campos et al., 2016). 

Ashe et al. (2016) evaluaron siete mediadores redox que seguían los tres mecanismos 

oxidativos: transferencia de átomos de hidrógeno (SA, HBT, VA, VAN y HPI), 

transferencia de electrones (ABTS) y mecanismos iónicos (TEMPO) con el objetivo de 

mejorar la oxidación de trazas de compuestos orgánicos usando la enzima cruda de P. 

ostreatus; en este trabajo se logró una alta degradación de compuestos fenólicos usando 

los mediadores ABTS y VA, mientras que para los compuestos no fenólicos los 

mediadores VA y HBT fueron más eficientes (Ashe et al., 2016). La efectividad de los 

mediadores probablemente depende de la reactividad química del radical formado 

después de la etapa de oxidación inicial (González Arzola et al., 2009). Sin embargo, en 

algunas investigaciones el uso de mediadores causa el efecto contrario al que 

normalmente se requiere. Leme Ike et al. (2019) evaluaron la degradación del 

antraceno usando la lacasa Lac1Lg, obtenida de Leucoagaricus gongylophorus, 

encontrando el ABTS disminuyó el 14 % de la degradación, efecto que fue atribuido a 

reacciones secundarias que reducían la eficacia del tratamiento  (Leme Ike et al., 2019).  
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Tabla 2.6 Algunas aplicaciones de las lacasas. 

Origen de la lacasa Aplicación 
Uso de 

mediador 
Referencia 

Pleurotus ostreatus Obtención de biocolorantes  - (Wlizło et al., 2020)  

Leucoagaricus 

gongylophorus 
Biodegradación de antraceno ABTS (Leme Ike et al., 2019) 

Phanerochaete 

chrysosporium 

Degradación de HAPs en 

biosólidos 
- (Taha et al., 2018)  

Moniliophthora roreri 
Degradación de hormonas y 

antiinflamatorios. 
- (Bronikowski et al., 2017)  

Trametes versicolor 

(Sigma) 
Biosensor para detectar el catecol - (Palanisamy et al., 2017)  

Pleurotus ostreatus 
Degradación de trazas de 

contaminantes orgánicos 

HBT – HPI – SA 

- TEMPO – VA – 

ABTS  - VAN 

(Ashe et al., 2016)  

Lentinus edodes, 

Pleurotus ostreatus, 

Ganoderma lucidum 

Biosíntesis de nanopartículas de 

oro 
- (Vetchinkina et al., 2016)  

Cerrena unicolor Degradación de antibióticos  ABTS (Yang et al., 2017)  

Trametes versicolor 

(Sigma) 

Biocatalizador para células de 

biocombustible enzimático (EBC) 
- (Christwardana et al., 2016)  

Lenzites betulinus 
Degradación de organofosforados 

(clorpirifos) 
- (Wang et al., 2016b)  

Trametes versicolor 
Degradación del herbicida 

Isoproturon  

HBT  - 

acetosiringona 
(Zeng et al., 2017)  

Trametes versicolor 
Biosensor para cuantificación de 

pesticidas en frutas 
- (Paulino Ribeiro et al., 2014)  

Trametes versicolor (TvL) 
Biosensores para compuestos 

fenólicos  
- (Casero et al., 2013)  

Trametes versicolor 

(comercial) 
Transformaciones orgánicas -  (Hajdok et al., 2012) 

Aspergillus oryzae Biosensores - (Franzoi et al., 2010)  
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2.14.1 Degradación de colorantes sintéticos por lacasas 

La remoción de colorantes sintéticos es una aplicación en donde las lacasas han 

demostrado su potencial (Campos et al., 2016) debido a que los colorantes son 

contaminantes orgánicos que generan impacto negativo al medio ambiente (Pype et al., 

2019). Actualmente se producen más de 10.000 colorantes y pigmentos diferentes 

clasificados como antraquinonas, azo (Fernández et al., 2009; Zeng et al., 2012), índigos 

(Yang et al., 2014), trifenilmetanos (Qing Yang et al., 2009; Morales-Álvarez et al., 2016; 

Morales-Álvarez et al., 2017b) y neolanos (Zouari-Mechichi et al., 2006) que se utilizan 

en procesos de teñido e impresión en industrias de alimentos, papel, plástico, textil, 

cosméticos y tinciones biológicas en todo el mundo (Upadhyay et al., 2016).  

 

Las ventajas del uso de las lacasas para la remoción de colorantes es que producen 

cantidades bajas de lodo, tienen una eficiencia catalítica alta, los tiempos de reacción 

son bajos, consumos bajos de energía y no son toxicas (Senthivelan et al., 2016). Sin 

embargo, durante la aplicación de la lacasas existen múltiples factores que afectan el 

porcentaje de decoloración y que son importantes tener en cuenta. Aunque se conoce 

que el tipo de colorante influye en la decoloración, se ha demostrado que las isoenzimas 

de un mismo organismo generan porcentajes de decoloración diferente. Zhuo et al. 

(2019) evaluaron las tasas de decoloración de los colorantes Verde de Malaquita (MG), 

Azul Brillante Remazol R (RBBR), Azul de Bromofenol (BB) y Naranja de Metil (MO) 

usando las lacasas recombinantes LACC6, LACC9 y LACC10 de Pleurotus ostreatus, y 

encontraron que la eficiencia de degradación y la resistencia al tinte variaban 

considerablemente entre cada isoenzima; la lacasa LACC6 generó porcentajes más altos 

de remoción  con 91.5, 84.9, 79.1 y73.1 % de decoloración para MG, RBBR, BB y MO, 

respectivamente, mientras que con las lacasas LACC10 y LACC9 se alcanzaron 

porcentajes de decoloración entre 71.1 - 54.8 % y 7.1 - 67.9 %, respectivamente, 

demostrando que la efectividad en la decoloración depende de la isoforma utilizada 

(Zhuo et al., 2019). Así mismo, Gu et al. (2014) evaluaron la eficiencia en la decoloración 

de 13 colorantes (Azul Brillante Remazol R (RBBR), Azul Brillante Reactivo X-BR (BB X-

BR), Azul Brillante Reactivo K-GR (BB K-GR), Azul Brillante Reactivo K-3R (BB K-3R), 

Naranja Reactivo 1 (RO), Rojo Reactivo X-3B (RR X-3B ), Rojo Congo (CR), Azul Oscuro 
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Reactivo KR (DBR KR), Coomassie G-250 (C), Verde de Malaquita (MG), Azul de 

Bromofenol (BB), Violeta de Metil (VM) y Azul Victoria (VB)) usando las lacasas Lac3 y 

Lac4 de Coprinus comatus. En el estudio encontraron que la lacasa Lac3 tuvo mayor 

eficiencia de decoloración que Lac4 con excepción del colorante BB, sobre el cual lac4 

obtuvo ~63 % de remoción y Lac3 ~57 %. La lacasa Lac3 removió entre el ~ 67 y 90 % 

de color frente a los colorantes RBBR, BB K-GR, DBR KR y entre el ~ 33 y 48 % frente a 

los colorantes BB X-BR, CR, C, VM y VB. Finalmente, los colorantes con menor 

degradación (~10 % de remoción) fueron RO y RR X-3B, demostrando que las 

diferencias entre las enzimas y entre las estructuras de los colorantes influyen sobre la 

decoloración (Gu et al., 2014). 

 

Fan et al., (2011) evaluaron la decoloración de MO, MG, BB y Cristal Violeta (CV) 

utilizando el sobrenadante de Trametes sp. 48424 y la enzima recombinante 

rLAC48424-1 de Trametes sp. En el estudio encontraron que la decoloración de MG BB 

y CV fue de  ~97, 90 y 68 % de remoción para ambas enzimas, pero la enzima 

recombinante rLAC48424-1 aumentó 14 % la decoloración del MO; aún así la 

decoloración de CV fue muy baja e indicaron que el uso de mediadores (ABTS) como 

estrategia podría aumentar la decoloración (Fan et al., 2011).  

 

Colao et al., (2006), usando la lacasa recombinante lcc1 de Trametes trogii evaluaron la 

decoloración de los colorantes Rojo alizarina (AR), Carmoisine (CM), Rojo cochinilla 

(CCR), Amarillo Ocaso (SY), Azul patentado (PB) y Azul índigo (BI) usando la adición o 

no del mediador VA; encontrando que el uso del mediador aumento la decoloración de 

los colorantes AR, CM, CCR, SY, PB y BI en ~23, 87, 75, 67, 81 % (Colao et al., 2006). No 

obstante, los mediadores no siempre son tan eficientes y la diferencia de la decoloración 

con o sin mediador en algunas investigaciones podría determinar el uso. Gu et al., 

(2014) evaluaron la decoloración de MG en presencia y ausencia del mediador HBT con 

una decoloración de 89.7% y un aumento de decoloración de sólo el 6.6% cuando se 

aplicaba el mediador (Gu et al., 2014). Es importante señalar que el uso de mediadores 

implica un costo adicional para la industria y que no siempre es sostenible (Zucca et al., 
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2011) a menos que  el aumento de la decoloración sea considerable una vez evaluado 

el costo.    

 

La concentración de los colorantes, el pH y la temperatura son algunos de los otros 

factores que afectan la degradación. Hadibarata et al. (2012) evaluaron la decoloración 

del Azul Brillante Remazol R (RBBR) usando la lacasa de Polyporus sp. S133, y 

encontraron que a concentracion de colorante ≤ 300 mg L-1 se decoloraba hasta 90 %, 

pero sólo se obtenía 75 % de remoción de color cuando la concentración oscilaba entre 

400 y 500 mg L-1. También encontraron que el pH óptimo fue de 5.0 ± 0.2 y que valores 

superiores o inferiores generaban una decoloración deficiente (Hadibarata et al., 2012). 

Forootanfar et al., (2016) usando la lacasa de Paraconiothyrium variabile, evaluaron la 

decoloración y el efecto del pH y la temperatura sobre la decoloración de los colorantes 

Naranja Ácido 67 (AO), Amarillo Disperso 79 (DY-79), Amarillo Básico 28 (BY), Rojo 

Básico 18 (BR), Amarillo Directo 107 (DY-107) y Negro Directo 166 (DB); obteniendo 

una decoloración de 65.3, 53.3, 46.7, 40.7, 34.0 y 26.2 %, respectivamente. Cuando se 

evaluó el pH y la temperatura se encontró que independientemente del colorante el pH 

óptimo fue 5.0 ± 0.2 y que valores de pH diferentes afectaban el porcentaje de 

decoloración. Cuando evaluaron la temperatura, encontraron que la óptima para los 

colorantes DY-79 (60 %), AO (71.3 %) y BY (58.4 %) fue 45 °C y para los colorantes BR 

(48 %), DY-107 (50 %) y DB fue 55 °C (Forootanfar et al., 2016). Pese a que la 

temperatura influye sobre el porcentaje de decoloración, se debe analizar qué tan 

viable es usar temperaturas elevadas, ya que a escala industrial el manejo de una 

temperatura constante diferente a la temperatura ambiente podría representar un 

costo adicional excesivo. 

 

Además, de reconocer los factores que influyen en la decoloración, también es 

importante comprender las vías a través de las cuales se logra la transformación de los 

colorantes. Varias investigaciones han evaluado los mecanismos de degradación de 

colorantes pertenecientes a la clase azo, antraquinoides, trifenilmetano e índigo a 

través de Cromatografía Líquida acoplada a Espectrometría de Masas (LC-MS); análisis 
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que permite la identificación de productos intermedios y de los productos de 

transformación después del tratamiento (Legerská et al., 2016; Zhuo et al., 2019).  

 

La degradación de los colorantes azo con lacasas inicia con la escisión asimétrica del 

enlace azo seguido de la escisión oxidativa, la desulfonación, la desaminación, la 

desmetilación o dihidroxilación, según la estructura del colorante (Legerská et al., 

2016). Se ha reportado la decoloración de colorantes de la clase azo como Naranja de 

Metil (MO) utilizando la lacasa de Aspergillus ochraceus NCIM-1146 (Telke et al., 2010), 

Rojo Congo (CO), con la lacasa Tplac de Trametes pubescens (Si et al., 2013), Naranja 

ácido 7 (AO7) usando una lacasa (no especificada), (Mani et al., 2019). En las tres 

investigaciones se identificó que en los colorantes azo el primer paso en la decoloración 

es la escisión del enlace -N=N-, lo que resulta en la obtención de dos productos 

intermedios asimétricos (A y B), (Figura 2.4), (Telke et al., 2010; Si et al., 2013; Mani et 

al., 2019). El mecanismo que lleva a cabo la lacasa para la escisión de colorantes azo es 

a través de la formación de un centro de reacción deficiente en electrones (carbocatión). 

El carbocatión genera un intermedio altamente reactivo, que está sujeto al ataque 

nucleófilico (-OH, -SO o iones halógenos), lo que resulta en una escisión asimétrica del 

enlace azo (Telke et al., 2010). 
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Figura 2.4 Ruta de degradación del colorante azo Naranja de metil por lacasas 

propuesta por Telke et al. (2010). Se observa la escisión del colorante y la obtención de 

los colorantes intermediarios inmediatos.  

 

Dentro de los colorantes de la clase antraquinona, quizá uno de los más evaluados ha 

sido el RBBR. Osma et al. (2010) usaron la lacasa de Trametes pubescens para degradar 

RBBR y analizar los productos intermedios y los productos de transformación; y   

encontraron la formación de dos intermediarios después de 2 horas de tratamiento 

(m/z 304.30 y m/z 342.24), pese a que aún no se observaba decoloración, al final del 

tratamiento se observó la formación de dos subproductos y el rompimiento del 

cromóforo (Figura 2.5),  (Osma et al., 2010). Resultados similares fueron obtenidos por 

Hadibarata et al. (2012), ellos evaluaron la transformación de RBBR con la lacasa 

inmovilizada de Polyporus sp., y encontraron que dos subproductos intermediarios 

(m/z 304.3 y m/z 342.2) debido al rompimiento del enlace –NH– que se une al 

cromóforo del colorante. Además, indicaron que el peso molecular de los metabolitos 

fue inferior pero que seguían siendo tóxicos (Hadibarata et al., 2012).  

 

Navada et al. (2018) usando la lacasa de Phomopsis sp., encontraron que la degradación 

de RBBR se generó por abstracción de electrones, formando un intermedio radical 

inestable; luego se generaron procesos de oxidación enzimática, hidroxilación, 

desaminación, para finalmente escindir el anillo aromático, obteniéndose los 

intermedios m/z 229, 227, 336, 225 y 223 (Navada et al., 2018), pero a diferencia de 

Hadibarata et al., (2012) encontraron que los compuestos de masas bajas no eran 

tóxicos.  Zhuo et al. (2019) después de un tratamiento con la lacasa de Pleurotus 

ostreatus HAUCC propusieron que el RBBR se divide en dos subproductos (m/z 324 y 

m/z 281)  y se siguen los mismos procesos mencionados hasta la apertura del anillo del 

cromóforo (Figura 2.5), (Zhuo et al., 2019). Pype et al. (2019) realizaron un análisis para 

comparar métodos de evaluación de la decoloración del RBBR usando la lacasa 

comercial de Trametes versicolor. Estos autores, además de los resultados ya 

reportados, identificaron que durante de degradación el color cambiaba de azul a 

naranja, cambio atribuido al intermediario que quedaba con el cromóforo antraquinona 
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sin degradar (inmediatamente después de la escisión de RBBR), adicionalmente, 

demostraron una subestimación de la degradación real de hasta 10 %, ocasionada por 

los métodos de determinación de la degradación del color (Pype et al., 2019).  

 

Colorantes de la clase trifenilmetano también han sido estudiados para identificar los 

metabolitos e intermediarios que se forman durante la degradación con lacasas. Yang 

et al. (2015) evaluó la degradación de MG mediada por LacA (Cerrena sp. HYB07). 

Durante la degradación se identificaron siete intermediarios resultantes de la 

transformación; entre estos, tres fueron más persistentes, pero disminuyeron después 

de una incubación prolongada (tetradesmetil MG (m/z 273.14), (metil aminofenil) -

fenilmetanona (m/z 212.11) y (aminofenil) -fenilmetanona (m/z 198.09)). A partir de 

los resultados obtenidos se propuso el modelo de degradación de MG de dos vías 

paralelas. La vía I inicia con la N-desmetilación sucesiva. No obstante, la N-

desmetilación inicial no decolora el MG y para ello debe producirse una mayor 

degradación o polimerización que destruya el cromóforo.  En la vía II el MG se hidroxila 

a su forma carbinol, la cual se degrada rápidamente entre el carbono central y el anillo 

de fenilo N,N-dimetilamino. Sin embargo, esta vía sólo ha sido reportada en presencia 

de un mediador (Yang et al., 2015b). Zhuo et al. (2019) usando la lacasa de Pleurotus 

ostreatus HAUCC para degradar MG observó que la degradación alcanzaba el 91.7 %. 

Los análisis de las vías de transformación demostraron que se siguió las dos rutas de 

degradación. No obstante, para la vía II de degradación proponen que los mediadores 

naturales presentes (moléculas pequeñas no especificadas) en el fluido extracelular 

pudieron ser facilitadores de la degradación del color (Zhuo et al., 2019). 
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Figura 2.5 Ruta de degradación del colorante antraquinoide Azul Brillante Remazol R 

(RBBR) por lacasas. Adaptado de (Osma et al., 2010; Hadibarata et al., 2012; Zhuo et al., 

2019). 
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2.15 Conclusiones  

El uso de colorantes ha marcado una historia de progreso, evolución y desarrollo 

cognitivo para la humanidad y aunque el color en tiempos prehistóricos había sido 

obtenido de fuentes naturales (carbón, ocre, plantas o insectos) donde los niveles de 

contaminación por color eran muy bajos, la obtención de los colorantes sintéticos 

cambió la forma de producir y utilizar los colorantes, generando con el desarrollo 

industrial el aumento de los niveles de contaminación ambiental.  

 

Los colorantes sintéticos son compuestos poco biodegradables que generan un efecto 

adverso en el medio ambiente, generando alteraciones mutagénicas, metabólicas, la 

inducción de efectos cancerígenos y hasta la bioacumulación, entre otros; afectando 

especialmente los organismos que habitan en los cuerpos de aguas y al ser humano. Por 

lo tanto, el tratamiento de aguas residuales se ha implementado como mecanismo para 

solucionar el daño causado por el hombre, con el propósito de disminuir la carga 

contaminante y la estrategia más conveniente depende de las ventajas y desventajas de 

cada tipo de tratamiento y del volumen del efluente a tratar. En este orden de ideas, las 

enzimas permiten procesos más amigables con el medio ambiente y más ecológicos, por 

tanto con menor impacto al medio ambiente. 

 

Entre las diferentes enzimas para este tipo de tratamientos, las lacasas tienen la 

capacidad de degradar diferentes colorantes sintéticos, lo que requiere de la evaluación 

y/o control de factores que intervienen durante la reacción enzimática como tipo de 

lacasa y su potencial redox, el uso de mediadores, la concentración del colorante, las 

características estructurales de los colorantes, el pH y la temperatura de reacción, entre 

otros. 
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Capítulo 3. Estandarización de las condiciones de ensayo para 

detección de la actividad enzimática de la lacasa rPOXA 1B  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 88 

Abreviaturas  

AB:   Tampón acetato  

AB OFED: Tampón acetato, One Factor Experimental Design 

2,6-DMP:  2,6-dimetoxifenol 

ABTS:  2, 2'-azinobis- (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) 

B-RB:   Tampón Britton-Robinson 

CAT:  Catecol 

CASTp:  Cálculo del atlas computarizado de topografía superficial de proteínas 

CB:  Tampón citrato de sodio  

C-PB OFED: Tampón citrato-fosfato, One Factor Experimental Design 

DOPA:  L-3,4-dihidroxifenilalanina 

GUA:   Guayacol 

KM:   Constante de Michaelis-Menten 

MCPB.py Generador de parámetros con centros de metal basado en Python Abr. 

en inglés (Metal center parameter builder based in Python) 

OED                  Optimal Experimental Design 

POXA 1B: Lacasa de Pleurotus ostreatus 

rPOXA 1B: Lacasa recombinante de P. ostreatus expresada en P. pastoris   

pKa:  Constante de disociación ácida 

RMSD: Desviación cuadrática media. Abreviatura en inglés (Root mean square 
deviation) 

SGZ:   Siringaldazina 

TNC:   Centro de cobre trinuclear 

Vmax:   Velocidad máxima de la reacción  
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3.1 Introducción  

Según las características espectroscópicas de las lacasas, generalmente tienen una 

conformación estructural con tres tipos de cobres, (Jones and Solomon, 2015), 

distribuidos en un sitio mononuclear que contiene un cobre tipo 1 (CuT1) y un sitio de 

cobre trinuclear  (centro de cobre trinuclear - TNC) que contiene un cobre tipo 2 (CuT2) 

y dos cobres  tipo 3 (CuT3a y CuT3b), (Komori and Higuchi, 2010; Rivera-Hoyos et al., 

2013; Hakulinen and Rouvinen, 2015; Tonin et al., 2016), formando una matriz 

triangular (Rivera-Hoyos et al., 2013; Pietra, 2016). El CuT1 y el TNC están distanciados 

13 Å aproximadamente y se conectan mediante una triada His-Cys-His a los dos cobres 

T3 (Jones and Solomon, 2015).  

 

El centro activo es el encargado de oxidar los sustratos; reacción que genera H2O en 

lugar de H2O2 (Giardina et al., 2010). La oxidación del sustrato ocurre en tres pasos e 

inicia con la enzima en su forma oxidada Cu (II). Primero, el CuT1 se reduce por acción 

del sustrato, luego un electrón se transfiere a través del motivo conservado His-Cys-His 

desde el CuT1 hacia el centro de cobre trinuclear (CuT3a y CuT3b) y finalmente en el 

TNC se reduce el oxígeno molecular (O2) a agua. La molécula de O2 se une al TNC para 

la activación asimétrica y se postula que la bolsa de unión a O2 restringe el acceso de 

agentes oxidantes distintos del O2. No se detecta H2O2 fuera de la lacasa durante la 

catálisis, lo que indica que se está produciendo una reducción de cuatro electrones de 

O2 a H2O (Rivera-Hoyos et al., 2013). 

 

La espectrofotometría es el método más usado para detectar la actividad de la lacasa, 

debido a la simplicidad y sensibilidad (Theerachat et al., 2019). Los ensayos 

enzimáticos se realizan para: i) identificar presencia o ausencia de una enzima en una 

muestra ii) determinar la concentración o la actividad de una enzima en la muestra. La 

actividad de la enzima depende de las condiciones definidas con respecto a la 

temperatura, el pH, la naturaleza y la fuerza de los iones, así como las concentraciones 

de los componentes del ensayo. En las reacciones catalizadas por enzimas un sustrato 
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se convierte en un producto, por lo tanto, también es importante observar la formación 

del producto dependiente del tiempo (Bisswanger, 2014).  

 

 La detección de la actividad lacasa utiliza sustratos como 2,2'-azinobis- (3-

etilbenzotiazolina-6-sulfonato), (ABTS), siringaldazina (SGZ), 2,6-dimetoxifenol (2,6-

DMP) catecol (CAT), L-3 , 4-dihidroxifenilalanina (DOPA) y  guayacol (GUA), (Wong et 

al., 2013; Theerachat et al., 2019) y debido a la variedad de sustratos que pueden 

emplearse, se han diseñado varios protocolos para la medición de la actividad 

enzimática (Tabla 3.1). El ABTS es un sustrato no fenólico que se emplea con mayor 

frecuencia para detectar la actividad lacasa, se caracteriza por no formar quinonas,  

tener estabilidad alta en el rango de pH 3.0 a 6.5 ± 0.2, por encima del cual  es menos 

estable (entre pH 6.5 a 8.0 ± 0.2) y al alto coeficiente de extinción molar de su producto 

oxidado (ξ436 =29300 M-1 cm-1 a 436 nm y ξ420 =36000 M-1 cm-1 a 420 nm), (Wong et al., 

2013; Zheng et al., 2017). El ABTS en su forma reducida, tiene un color verde muy tenue, 

mientras que, en su primer estado de oxidación, se vuelve verde oscuro, por lo que es 

utilizado habitualmente para detectar la actividad de la enzima. Es importante destacar 

que en el segundo estado de oxidación del ABTS el compuesto oxidado es de color 

morado; estado que no se utiliza para medir la actividad enzimática (Dwivedi et al., 

2011).  
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Tabla 3.1 Tampón, sustrato y longitud de onda usados en la detección de la actividad 

lacasa. 

 

En las lacasas la especificidad por el sustrato y la afinidad varían con los cambios de pH 

(Dwivedi et al., 2011). El pH de las reacciones enzimáticas es controlado con la adición 

de un tampón. Para la selección del tampón se debe considerar su uso a pH cercano al 

valor del pKa del tampón, conocer la compatibilidad del tampón con el sistema de 

reacción, la solubilidad y la fuerza iónica (Ferreira et al., 2015), el pH óptimo de la 

proteína y los componentes del tampón que pueden actuar como inhibidores de la 

actividad enzimática (Handing et al., 2018). Además, en enzimas con cofactores metálicos 

(metaloproteínas) se requiere el uso de un tampón compatible y conocer la formación 

de complejos metálicos (Handing et al., 2018). Así mismo, los componentes necesarios 

para la reacción pueden interactuar negativamente con ciertos tampones, generando 

condiciones no óptimas que  afectan la reproducibilidad de la reacción (Acker and Auld, 

2014). 

 

Sustrato 
(mM) 

Tampón pH ± 0.2 
Longitud 
de onda 

(nm) 
Autor 

ABTS (0.5) 0.1 M Acetato de sodio 5.0 420 (Bronikowski et al., 2017)  

ABTS (0.5) 0.6 M Acetato de sodio 4.5 436 (Morales-Álvarez et al., 2017) 

ABTS (2.5) 0.1 M Citrato de sodio 3.0 420 (Pinar et al., 2017)  

ABTS (1) 0.1 M Acetato de sodio 4.0 436 (Bertrand et al., 2017)  

ABTS (1) 0.1 M Succinato de sodio 4.0 436 (Balcázar-López et al., 2016)  

ABTS (0.5) 0.1 M Acetato de sodio 4.6 420 (Huang et al., 2016)  

ABTS (0.5) 0.1 M McIlvaine 3.0 420 Wang et al., (2016) 

ABTS (0.5) 0.1 M Fosfato de sodio 6.0 420 An et al., (2015) 

ABTS (0.5) 0.05 M Tartrato de sodio 3.0 420 Benghazi et al., (2014) 

ABTS (1) 0.05 M Citrato de sodio 4.5 420 Li et al., (2014) 

ABTS (0.5) 0.05 M Ácido cítrico / 
fosfato 

2.5 420 Wang et al., (2014) 

ABTS (0.5) 0.2 M Acetato de sodio 5.0 420 (Zhou et al., 2014)  

ABTS (1) 0.1 M Acido tartárico 4.5 420 (Huifang et al., 2013)  

2,6 DMP (1) 0.05 M Malonato 3.0 420 / 
476 

(Hildén et al., 2013)  

SGZ 0.1 Acetato de sodio 5.5 525 (Lin et al., 2013)  

ABTS (2) 0.1 M Citrato de sodio 3.0 420 (Piscitelli et al., 2005) 
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La variación del pH modifica las interacciones electrostáticas entre los grupos 

funcionales cargados de los aminoácidos; generando cambios que pueden alterar la 

estructura tridimensional de la proteína (Ferreira et al., 2015).  Así mismo, el estado de 

protonación y la conformación de los aminoácidos que coordinan el ion metálico de las 

lacasas (la histidina y la cisteína) pueden ser afectados por variaciones en el pH 

(Handing et al., 2018). Además, el pH afecta la velocidad máxima de reacción enzimática, 

ya que durante las reacciones enzimáticas se pueden consumir o liberar protones 

(Ferreira et al., 2015). Al actuar sobre sustratos cuya oxidación no involucra el 

intercambio de protones, la actividad lacasa normalmente disminuye a medida que 

aumenta el pH, mientras que para los sustratos cuya oxidación involucra el intercambio 

de protones, el valor óptimo de pH para la actividad lacasa depende del tipo de lacasa y 

no del tipo de sustrato (Dwivedi et al., 2011).  

 

La actividad oxidativa de las lacasas es influenciada por la interacción entre el sustrato 

y la enzima (Pardo and Camarero, 2015), ya que los valores de la constante de 

Michaelis-Menten o afinidad por el sustrato (KM) varían debido a las diversas 

interacciones entre la enzima (bolsillo de unión) y el sustrato (Christensen and Kepp, 

2013). La capacidad de oxidación de estas oxidasas depende de los residuos que 

delimitan el bolsillo de unión al sustrato y del comportamientos cinéticos de las lacasas 

(Pardo and Camarero, 2015).  

 

La afinidad de la enzima por un sustrato puede ser demostrada mediante métodos 

computacionales, ya que se usan como herramienta para entender los mecanismos 

catalíticos con fines de aplicación biotecnológica, química o ambiental. Diferentes 

métodos computacionales se han usado para entender los procesos que ocurren a nivel 

molecular.  Los análisis de acoplamiento molecular (Docking) pretenden predecir la 

estructura del  complejo ligando-receptor, utilizando métodos de cálculo, estrategia útil 

para complementar los análisis de afinidad de la enzima por el sustrato (Alzate-Morales 

et al., 2007; Meng et al., 2011). La determinación de la unión y la afinidad entre ligando-

receptor es crucial para comprender los mecanismos de interacción (Huang and Zou, 

2010). En este sentido, la interacción entre una molécula pequeña y una proteína a nivel 
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atómico permite caracterizar el comportamiento de las moléculas pequeñas en el sitio 

de unión de las proteínas diana, logrando dilucidar aspectos relacionados con los 

procesos bioquímicos fundamentales en las enzimas (Meng et al., 2011). 

 

El objetivo de este capítulo fue estandarizar las condiciones de ensayo para detección 

de la actividad enzimática de la lacasa rPOXA 1B; los cuales fueron soportados con 

análisis computacionales.  
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3.2 Materiales y métodos   

3.2.1 Cepa 

Se utilizó la cepa de Pichia pastoris X33 que contiene el vector de expresión pGAPZαA-

LaccPost-Stop (Clon 1) con el gen sintético optimizado que codifica para la lacasa POXA 

1B de Pleurotus ostreatus. La cepa se encontraba previamente conservada en medio 

YPD (1% (p/v) extracto de levadura, 2% (p/v) peptona, 2% (p/v) glucosa, 

suplementado con 20 % (p/v) glicerol) a -80°C (Rivera-Hoyos et al., 2015). 

 

3.2.2 Sobrenadante usando en los diseños experimentales 

Las mediciones de actividad lacasa de rPOXA 1B fueron realizadas usando un 

sobrenadante obtenido con el medio mejorado [10 % (v/v) inóculo, 1 mM CuSO4, 10 g 

L-1, glucosa, 20 mM (NH4)2SO4, 20 g L-1 peptona, 15 g L-1 extracto de levadura],  (Ardila-

Leal et al., 2019), con actividad lacasa de 1,592.7 ± 28.1 UL-1; medición realizada usando 

la técnica de Tinoco et al. (2001); la cual emplea tampón acetato. 

 

3.2.3 Optimal Experimental Designs (OED) 

Se realizaron dos diseños de experimentos para evaluar influencia de los factores sobre 

la medición de la actividad enzimática. Para los tratamientos en tampón acetato (AB) 

0.6 M se empleó un OED (23), en el que se evaluaron dos niveles de cada uno de los tres 

factores ensayados (Tabla 3.2). Para los tratamientos en tampón citrato de sodio (CB) 

0.1 M se empleó un “OED” (irregular) con niveles diferentes para cada uno de los tres 

factores ensayados (Tabla 3.2). En ambos diseños, como variable de respuesta se 

empleó la actividad enzimática (UL-1). La prueba de ANOVA fue utilizada para 

determinar el efecto de los factores evaluados en los “OED”, utilizando el software 

Design Expert (V 9.0), (Tabla 3.2).   
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Tabla 3.2 Diseño de experimentos “OED” para medir actividad lacasa de rPOXA 1B en 

tampón acetato o citrato.  

Tratamientos 
Factores 

A B C 

Tampón Acetato (AB) Tampón Citrato (CB) pH ± 0.2 
Longitud de onda 

(nm) 
ABTS (mM) 

  

CB T1 3.00 420 0.50 

CB T2 3.00 420 2.00 

CB T3 3.00 436 0.50 

CB T4 3.00 436 2.00 

AB T1 CB T5 4.00 420 0.50 

AB T2 CB T6 4.00 420 2.00 

AB T3 CB T7 4.00 436 0.50 

AB T4 CB T8 4.00 436 2.00 

AB T5 CB T9 4.50 420 0.50 

AB T6 CB T10 4.50 420 2.00 

AB T7 CB T11 4.50 436 0.50 

AB T8 CB T12 4.50 436 2.00 

 

3.2.4 “One Factor Experimental Design (OFED)” para la detección de actividad 

enzimática  a pH más bajo en tampón acetato y citrato-fosfato 

A partir de los resultados obtenidos en el OED se decidió evaluar la actividad enzimática 

a pH más bajo, usando tampón acetato (AB OFED) y tampón citrato-fosfato (C-PB 

OFED), (mezcla de 0.1 M ácido cítrico y 0.2 M Na2HPO4 (Tabla 3.3).  
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Tabla 3.3. Tratamientos a pH bajos usando tampón acetato acetato (AB OF) o tampón 

citrato-fosfato (C-PB OF) para medir la actividad de rPOXA 1B. 

Tratamientos 

Factores 

A- pH ± 0.2 
B- Longitud de 

onda (nm) 
C- ABTS (mM) 

Tampón acetato (AB OFED) 3.6 420 2 

Tampón citrato-fosfato (C-PB OFED) 2.6 420 2 

 

3.2.5 Comparación de medias  

La comparación de medias entre los tratamientos en tampón acetato de los diseños 

experimentales OED y OFED fue realizada a través de la prueba de Duncan, empleando 

el software SPSS (V 24.0) con un intervalo de confianza de 95 % (α 0.05).   

 

3.2.6. Ensayo de actividad lacasa en tampón Britton-Robinson a pH 3.0 y 4.0 ± 

0.2 

Para determinar si los resultados anteriores eran consecuencia del pH utilizado en la 

detección de actividad enzimática o si estaban influenciado por el ion acetato o citrato, 

se evaluó la actividad lacasa a pH 3.0 y 4.0 ± 0.2 en tampón Britton-Robinson (B-RB) 

[Ácido acético, ácido fosfórico y ácido bórico] 0.04 M (Reynolds III et al., 2013) para 

rPOXA 1B. Para la medición de la actividad lacasa con el tampón B-RB se empleó ABTS 

(2 mM) como sustrato y se midió a una longitud de onda de 420 nm.  

 

3.2.7 Técnicas analíticas para la detección de la actividad enzimática 

La actividad enzimática fue monitoreada por el cambio en la absorbancia debido a la 

oxidación del ABTS. Sin embargo, dependiendo del tratamiento y de la longitud de onda 

evaluada se empleó un coeficiente de extinción molar diferente, donde, en la medición 

a 436 nm de longitud de onda se utilizó un coeficiente de extinción molar de ξ436 =29300 

M-1 cm-1 y para 420 nm se utilizó ξ420 =36000 M-1 cm-1.  
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 3.2.7.1 Detección de la actividad enzimática (UL-1) usando el tampón acetato  

Se preparó tampón acetato de sodio 0.6 M a los diferentes pH propuestos en los 

tratamientos. Se usaron 800 µL de extracto crudo a temperatura ambiente, 100 µL (0.6 

M) de tampón acetato de sodio y 100 µL de ABTS (5 ó 20 mM) como sustrato. La 

formación de un radical catiónico verde fue evaluada espectrofotométricamente 

durante 3 minutos (Tinoco et al., 2001). La solución blanco contenía 800 µL de agua 

destilada, 100 µL (0.6 M) de tampón acetato de sodio y 100 µL de ABTS (5 ó 20 mM). La 

actividad enzimática se expresó en U L-1.  

 

3.2.7.2 Actividad enzimática (UL-1) usando tampón citrato 

Se preparó el tampón citrato de sodio 0.1 M a los diferentes pH propuestos en los 

tratamientos. Se agregaron 100 μL de ABTS (5 ó 20 mM), de 2 a 20 μL de sobrenadante 

centrifugado a temperatura ambiente (este volumen varió dependiendo de la actividad de 

la enzima en la muestra) y se completó el volumen hasta 1 mL con tampón citrato 0.1 M. 

La formación de un radical catiónico verde fue evaluada espectrofotométricamente 

durante 1 minuto. La solución blanco contenía 2 µL de agua destilada, 900 µL (0.1 M) 

de tampón citrato de sodio y 100 µL de ABTS (5 ó 20 mM). La actividad enzimática se 

expresó en U L-1. 

 

3.2.7.3 Actividad enzimática (U L-1) usando los tampones citrato-fosfato y Britton-

Robinson 

La medición de la actividad enzimática usando el tampón citrato-fosfato y el tampón 

Britton-Robinson (Reynolds III et al., 2013) fue realizada siguiendo la misma 

metodología usada con el tampón citrato. 

 

La unidad enzimática (U) está definida como la cantidad de enzima capaz de 

transformar 1 µmol de sustrato (ABTS) por minuto, por litro [Ecuación 3.1]: 

 

𝑈𝐿−1 =
𝛥𝐸×𝑉𝑡 

𝜉 ×𝑑 × 𝑉𝑠 
    [Ecuación 3.1] 
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Donde: ∆E corresponde (absorbancia final – absorbancia inicial) durante 1 min de 

reacción, ξ al coeficiente de extinción molar del ABTS (M-1 cm-1), dependiendo de la 

longitud de onda empleada (para 436 nm, ξ: 29300 M-1 cm-1 y para 420 nm, ξ: 36000 M-

1 cm-1), d es la longitud de la cubeta en cm, Vt es el volumen total de reacción en mL y Vs 

es el volumen de muestra en mL (concentrado de la enzima).  

 

3.2.8 Caracterización cinética de rPOXA 1B usando la detección de actividad 

lacasa seleccionada en la comparación de medias   

Las constantes cinéticas de la enzima se investigaron utilizando ABTS como sustrato en 

el rango entre 0.01-3.00 mM, en tampón citrato de sodio 0.1 M, pH 3.0 ± 0.2 y 10.7 UL-1 

de enzima. Los ensayos fueron llevados a cabo a una temperatura de 25 °C. Después de 

ajustar la hipérbola usando la ecuación de Michaelis-Menten, la KM y la Vmax aparentes 

se calcularon, utilizando el Software SIMFIT (V 7.4.6). Todos los ensayos cinéticos se 

realizaron por triplicado.   

 

3.2.9. Modelado por homología y parametrización del centro activo de POXA 1B 

Debido a que no existe una estructura cristalográfica reportada para POXA1B de 

Pleurotus ostreatus, fue necesario hacer un modelo 3D de la enzima.  La secuencia fue 

procesada en el servidor SignalP5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) para 

identificar y eliminar los aminoácidos correspondientes al péptido señal.  La estructura 

3D de la lacasa fue predicha mediante modelación por homología (Sáenz et al., 2007; 

Sáenz-Suárez et al., 2011; Zárate-Bonilla et al., 2014; Rivera-Hoyos et al., 2015) usando 

los servidores HHpred, Phyre2 y Swiss-model. Los modelos obtenidos fueron evaluados 

mediante QMEAN (Benkert et al., 2008; Benkert et al., 2009), así como por las 

características del centro activo de la enzima. La calidad de la estructura modelada fue 

validada usando el servidor Saves V 5.0 (https://servicesn.mbi.ucla.edu/SAVES/).   

 

El cobre CuT1 y el TNC en el bolsillo de unión fueron parametrizados con el paquete 

incluido en Amber 18 Metal center parameter builder (Case et al., 2020), basado en 

Python (MCPB.py), (Li and Merz, 2016), el cual fue soportado por cálculos en Gaussian 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
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16 (Frisch et al., 2016). Todos los cobres (CuT1 y los cobres del TNC) fueron modelados 

como Cu2+ y fueron ajustados todos los residuos conservados que se unen al centro de 

cobre de la lacasa. 

 

3.2.10 Acoplamiento molecular (Docking) entre ABTS y POXA1B 

Para el acoplamiento molecular (Docking) (ABTS-lacasa) se empleó la estructura 

predicha empleando el modelo de POXA 1B, este acoplamiento se realizó utilizando 

Autodock Vina (Trott and Olson, 2010). El acoplamiento molecular entre el ABTS y la 

lacasa POXA 1B se realizó a pH 3.0, de acuerdo con el mejor pH en la medición de la 

actividad lacasa. El ligando (ABTS) se obtuvo de la estructura cristalográfica 3ZDW 

(lacasa CotA - Bacillus subtilis) obtenido en la base de datos del Protein Data Bank 

(PDB). Utilizando el software Avogadro se ajustó el ligante a pH 3.0 y se realizó una 

minimización de energía empleando mecánica molecular. El proceso de preparación del 

ligando incluido en AutoDock asignó automáticamente el número de torsiones para la 

estructura, lo que permitió estructuras flexibles en el cálculo del acoplamiento 

molecular. Se adicionaron hidrógenos polares y luego se agregó la carga por el método 

de Gasteiger (Martínez-Sotres et al., 2015).  

 

Al igual que el ABTS la estructura de rPOXA 1B fue protonada a pH 3.0 ± 0.2 usando el 

servidor H++ (http://biophysics.cs.vt.edu/). Para la preparación  de la proteína se 

adicionaron hidrógenos polares y se mantuvo el campo de fuerza ff14SB que fue usado 

para modelar todos los residuos de la lacasa durante la parametrización del centro 

activo (Maier et al., 2015). Para la construcción de la red se seleccionó de acuerdo a la 

información recopilada de los residuos ubicados en el bolsillo del sitio activo. Para 

identificar los residuos que pueden interactuar con el sustrato se realizó el cálculo del 

atlas computarizado de topografía superficial de proteínas (CASTp) desde el servidor 

(http://sts.bioe.uic.edu/castp/calculation.html), (Tian et al., 2018) y se confrontaron 

con los residuos característicos reportados en otras investigaciones (Martínez-Sotres 

et al., 2015; Rivera-Hoyos, 2016), generando una red de 38 x 52 x 34 con un espaciado 

de 0.375 Å. Se calcularon 10 simulaciones de acoplamientos. Se compararon los 

http://biophysics.cs.vt.edu/
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acoplamientos del bolsillo CuT1 y con la mejor posición y conformación del ligando se 

realizó posteriormente el análisis de RMSD entre el ligando obtenido y el ligando 

cristalográfico (3ZWD). Finalmente, se determinaron las interacciones moleculares del 

ligando usando LigPLot (Wallace et al., 1997). 
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3.3 Resultados  

3.3.1 “Optimal Experimental Design (OED)” de tampón acetato y citrato 

Las Tablas 3.4, 3.5 y la Figura 3.1, muestran los resultados de la medición de la actividad 

enzimática. La Tabla 3.4 muestra los resultados del OED para la medición de la actividad 

enzimática de rPOXA 1B en el tampón acetato y el tampón citrato. Se observó que el 

modelo para ambos tampones es significativo (p < 0.0001) y que la pérdida de ajuste 

del valor-F se debía al ruido generado en el experimento. Los factores de análisis en 

tampón acetato y citrato fueron significativos p < 0.05 a excepción de la interacción 

entre los factores ABC en tampón acetato. Adicionalmente, para el tampón acetato se 

obtuvo el efecto y porcentaje de contribución de los factores, obteniendo un efecto 

negativo para los factores pH y longitud de onda, así como un efecto positivo para el 

factor ABTS, con porcentajes de contribución de 53.62, 19.90 y 20.73 %, 

respectivamente.  

 

Tabla 3.4. ANOVA de “Optimal Experimental Design” del tampón acetato y tampón 

citrato y el efecto de los diferentes factores para la actividad lacasa en tampón acetato. 

Factor 

Tampón Acetato (AB) Tampón Citrato (CB) 

Valor F  
p- valor  

Efecto  
% 

Contribución  
Valor-F  

p- valor  

Prob > F Prob > F 

Modelo 202.138 < 0.0001 
  

668.49 < 0.0001 

A- pH 783.006 < 0.0001 -1524.96 53.62 2169.12 < 0.0001 

B-Longitud de onda 290.625 < 0.0001 -929.06 19.90 2022.78 < 0.0001 

C-ABTS 302.734 < 0.0001 948.21 20.73 589.58 < 0.0001 

AB 35.706 < 0.0001 325.65 2.45 155.58 < 0.0001 

AC 26.962 0.0002 282.98 1.85 57.18 < 0.0001 

BC 7.273 0.0194 146.97 0.50 16.55 0.0019 

ABC 1.954 0.1874 -76.19 0.13 14.18 0.0009 

Lack of Fit 0.089 0.9978   4.11 0.1361 

R-Squared  
0.9916   

 
0.9985 

Adj. R-Squared  0.9867    0.9970 

Pred. R-Squared  0.9774    0.9921 

Adeq. Precision  39.593    76.870 

Diferencia  R-Squared y 
Adj. R-Squared  0.0049 

  
 0.0015 
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La Tabla 3.5 muestra la comparación entre los resultados de actividad enzimática 

observada y las actividades enzimáticas predichas por el modelo, en donde se puede 

observar que no existen grandes diferencias entre los valores. En tampón acetato el 

tratamiento con mayor actividad lacasa fue AB T2 (pH 4.0 ± 0.2; λ420nm; 2.0 mM ABTS) 

con 4,773.7 ± 233.4 UL-1 y el tratamiento con menor actividad lacasa correspondió a AB 

T7 con 1,518.77 ± 12.07 (pH 4.5 ± 0.2; λ436nm; 0.5 mM ABTS), (Tabla 3.5).  En tampón 

citrato el tratamiento CB T2 (pH 3.0 ± 0.2; λ420nm; 2.0 mM ABTS) obtuvo las actividades 

enzimáticas más altas con actividades de 5,291.665 ± 45.83 UL-1 y la actividad 

enzimática más baja se reportó en el tratamiento con CB T11 912.04 ± 19.64 UL-1 (pH 

4.5 ± 0.2; λ436nm; 0.5 mM ABTS), (Tabla 3.5).  

 

Tabla 3.5 Tratamientos y resultados de la actividad enzimática UL-1 para cada una de 

las enzimas bajo las diferentes condiciones ensayadas. 

Tratamientos 
Factores Actividad enzimática (UL-1) 

A B C Tampón Acetato  Tampón Citrato 

Tampón 

acetato 

(AB) 

Tampón 

citrato  

(CB) 

pH ± 0.2 
  Longitud 

de onda 

(nm) 

ABTS 

(mM) 
Observado  Predicho Observado  Predicho 

  

CB T1 3.00 420 0.50 

    

4,962.96 ± 13.09 4,958.89  

CB T2 3.00 420 2.00 5,291.67 ± 45.83 5,291.68  

CB T3 3.00 436 0.50 2,870.37 ± 130.95 2,870.39  

CB T4 3.00 436 2.00 3,180.56 ± 124.40  3,184.61  

AB T1 CB T5 4.00 420 0.50 4,378.60 ± 28.13 4,378.60 2,236.11 ± 32.74 2,244.25  

AB T2 CB T6 4.00 420 2.00 4,773.66 ± 95.15 4,794.42 3,870.37 ± 13.09 3,866.30  

AB T3 CB T7 4.00 436 0.50 2,889.64 ± 238.37 2,910.40 1,300.93 ± 72.02 1,296.86  

AB T4 CB T8 4.00 436 2.00 3,804.51 ± 1.34 3,786.64 2,067.90 ± 95.03 2,073.32  

AB T5 CB T9 4.50 420 0.50 2,160.49 ± 25.26 2,160.49 1,643.52 ± 32.74 1,639.45  

AB T6 CB T10 4.50 420 2.00 3,320.47 ± 59.46 3,320.47 2,254.63 ± 32.74 2,258.68  

AB T7 CB T11 4.50 436 0.50 1,518.77 ± 12.07 1,500.89 912.04 ± 19.64 916.09  

AB T8 CB T12 4.50 436 2.00 2,773.35 ± 162.24 2,788.35 1,666.67 ± 52.38 1,658.56  

Se destacan las actividades más altas observadas (azul) y predichas (negrillas) 

 

3.3.2 Análisis a pH bajo en tampón acetato y en tampón citrato-fosfato 

Debido a que se encontró que los pH bajos mejoraban la cuantificación de la actividad 

lacasa se probó la actividad a pH más bajo para el tampón acetato y el tampón citrato-
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fosfato. Se encontró que en tampón acetato a pH 3.6 ± 0.2 (AB OFED) la actividad lacasa 

de 1B fue de 4,819.44 ± 55.55 UL-1 y en el tampón citrato-fosfato a pH 2.6 ± 0.2 (C-PB 

OFED) la actividad lacasa fue de 4884.26 ± 48.78 UL-1. 

 

3.3.3 Comparación de medias 

La Figura 3.1 muestra la comparación de medias de los tratamientos incluidos en los 

dos diseños experimentales OED, AB, CB y los análisis a pH más bajo AB OFED y C-PB 

OFED. El análisis muestra que el tratamiento CB T2 ubicado en el subconjunto a tiene 

diferencias significativas con los demás tratamientos. En el subconjunto b se ubicaron 

los tratamientos AB OFED, C-PB OFED, CB T1 y AB T2; este último fue considerado el 

mejor tratamiento usando el tampón acetato. Entre todas las mediciones el tratamiento 

CB 11 (pH 4.5 ± 0.2; λ436nm; 0.5 mM ABTS) obtuvo la menor actividad enzimática con 

sólo 912.04 ± 19.64. 
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Figura 3.1 Gráfico de comparación de medias utilizando la prueba de Duncan. El gráfico 

muestra la agrupación de los tratamientos con los valores de actividad enzimática (UL-

1) más cercanos. 

 

3.3.4 Análisis de actividad lacasa en tampón Britton-Robinson a pH 3.0 y 4.0 ± 

0.2  

Debido a que la actividad lacasa mostraba que los pH de 4.0 ± 0.2 en el tampón acetato 

y 3.0 ± 0.2 en el tampón citrato tenían mayores actividades lacasa, se decidió usar el 

tampón Britton-Robinson (RB-B) para evaluar la actividad lacasa a esos dos pH. En la 

Figura 3.2 se observa que RB-B tiene actividades lacasa inferiores a los reportados para 

los tampones previamente evaluados, con actividades enzimáticas de 1,194.44 ± 55.56 

U L-1 usando BR-B pH 3.0 ± 0.2 y 1,583.33 ± 73.49 U L-1 usando BR-B pH 4.0 ± 0.2. 
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Figure 3.2. Gráfico de la actividad enzimática de rPOXA 1B entre los resultados del 

tampón Britton-Robinson y las actividades más altas de los tampones AB y CB. 

 

3.3.5 Caracterización cinética de rPOXA 1B en tampón citrato 

La Figura 3.3 y la Tabla 3.6 muestran los parámetros cinéticos en tampón citrato del 

concentrado de la lacasa rPOXA 1B para la oxidación de ABTS usando diferentes 

concentraciones (0.01, 0.05 0.1, 0.4, 0.5, 0.7, 0.8, 1.5, 2.5, 3.0 mM). Se observa los valores 

de la velocidad máxima y la afinidad por el sustrato con la constante de Michaelis-

Mentes (KM). Los resultados muestran el efecto positivo del mejor tratamiento (tampón 

citrato) establecido en el OED y la lacasa recombinante. 
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Figura 3.3. Caracterización cinética del sobrenadante con la enzima lacasa rPOXA 1B. 

Gráfico de Michaelis-Menten. Gráfico de linealización por el método de Hanes-Wolf. Los 

datos de Vmax y KM se encuentran en la Tabla 3.6. 

 

Tabla 3.6 Parámetros cinéticos aparentes de rPOXA 1B en tampón citrato. 

Tampón  

Parámetros cinéticos 

aparentes SEM Límite de confianza 95% P 

Citrato 
Vmax (mM min-1) 0.0105 3.24 x 10-4 0.0097 0.0112 0.000 

Km (mM) 0.0372 0.00507 0.0256 0.0489 0.000 

 

3.3.6 Modelado por homología y parametrización del centro activo de POXA 1B   

A partir de la secuencia de aminoácidos, los servidores evaluados generaron diferentes 

predicciones de la estructura 3D de POXA 1B. Sin embargo, entre los servidores, las 

predicciones obtenidas en HHpred y Phyre2 no mostraron un modelo acorde a la 

distribución de los átomos de cobre del centro activo de la enzima, por lo que se decidió 

evaluar los diferentes modelos predichos usando el servidor para la modelación 

comparativa automatizada de estructuras de proteínas 3D SWISS-MODEL (Peitsch 

1996; Guez et al., 1997).  El SWISS-MODEL template library fue explorado con BLAST 

(Camacho et al., 2009) y HHBlits (Remmert et al., 2011). 
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Se evaluaron las plantillas para la modelación de POXA 1B y se evaluaron los modelos 

obtenidos a partir de las plantillas 5Z1X (Cerrena sp. RSD1), 5E9N (Steccherinum 

murashkinskyi) y 1GYC (Trametes versicolor), encontrando que cada una de las 

plantillas tuvieron una identidad de 64.12, 62.96 y 62.50 %, respectivamente. Se 

evaluaron las características del centro activo y se encontró que la plantilla de 1GYC 

presentaba mejor configuración en el centro activo en el modelo generado (Figura 3.4 

A). El modelo obtenido con la plantilla seleccionada obtuvo un QMEAM de 0.80 y un 

GMQE de 0.87 (Figura 3.4 B y C). La validación de la estructura fue soportada con los 

puntajes de la estructura del modelo de Saves 5.0, en el cual se observó según el 

diagrama de Ramachandran que el 88.9 % de los residuos se encontraban en la región 

más favorable y el 10.6 % en la región permitida (Figura 3.4 D), el score Verify 3D fue 

de 94.08 %, el score ERRAT fue de 88.7734 y el score de PROVES de 4.1 %. 
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Figura 3.4 Scores QMEAN A) Modelo obtenido por homología de la lacasa POXA 1B de 

P. ostreatus   B) Estimación global de la calidad del modelo. C) Comparación con un 

grupo de estructuras PDB no redundantes y D) Diagrama de Ramachandran del modelo 

3D. 

 

En la parametrización del centro activo, el cobre CuT1 se encontró coordinado con las 

His394, HIS496 y la CYS451. La distancia entre el CuT1 y el TNC fue de aproximadamente 

12 Å. CuT2 se coordinó con las HIS64, HIS397 y un grupo hidróxido (OH). Los cobres CuT3 

se coordinaron con 6 Histidinas (HIS66, HIS109, HIS111, HIS399, HIS450, HIS452) y un grupo 

hidróxido (OH) entre el CuT3𝛂 y CuT3𝛃 (Figura 3.5). 

 

A B 

C 

D 
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Figura 3.5 Coordinación de los átomos de cobre que conforman el centro activo de POXA 

1B 

 

3.3.7 Acoplamiento molecular (Docking) entre ABTS y POXA1B 

Las 10 simulaciones realizadas presentaron conformaciones ABTS en el bolsillo del 

CuT1 con un promedio de afinidad de -6.7 kcal mol-1 (Tabla 3.7). Sin embargo, se 

seleccionó la conformación 8 de la simulación 1(Tabla 3.7). La conformación presentó 

una afinidad de -6.4 kcal mol-1, se encontraba mejor posicionada en el centro activo y la 

conformación mostró un cálculo del RMSD de 1.069 con relación al ABTS cristalográfico 

del 3ZDW (Figura 3.6 A).  

 

La interacción entre el ABTS en el bolsillo de CuT1 del modelo se generó con los 

residuos VAL162, SER264, PHE238, ASN263, PHE338, GLY392, PRO393, HIS394, ILE453 e HIS456 

(Figura 3.6 B y C). En el análisis con LigPlot se observaron las interacciones 

hidrofobicas, que corresponden a los residuos con arcos rojos y radios, además, los 

residuos GLY392, PRO393 generaron enlaces de hidrógeno con el N19 y O46 del sustrato 

ABTS, respectivamente (Figura 3.6). 
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Tabla 3.7 Valor de la energía de cada configuración obtenida en las simulaciones.  

Simulaciones 

Conformaciones 
Afinidad (kcal mol-1) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 -6.8 -6.9 -7.1 -7.0 -7.1 -7.5 -7.3 -7.3 -6.8 -7.0 

2 -6.7 -6.9 -7.1 -6.9 -6.8 -6.9 -7.0 -7.3 -6.6 -6.9 

3 -6.7 -6.7 -7.0 -6.9 -6.6 -6.8 -6.8 -6.9 -6.5 -6.9 

4 -6.6 -6.7 -6.9 -6.8 -6.5 -6.8 -6.8 -6.8 -6.5 -6.9 

5 -6.5 -6.7 -6.9 -6.7 -6.5 -6.7 -6.8 -6.7 -6.4 -6.8 

6 -6.4 -6.6 -6.8 -6.7 -6.4 -6.7 -6.7 -6.7 -6.4 -6.8 

7 -6.4 -6.6 -6.8 -6.6 -6.4 -6.6 -6.6 -6.7 -6.2 -6.8 

8 -6.4 -6.6 -6.8 -6.5 -6.3 -6.6 -6.6 -6.6 -6.2 -6.8 

9 -6.3 -6.5 -6.7 -6.5 -6.3 -6.5 -6.6 -6.5 -6.2 -6.8 
En color azul resalta la conformación 8 de la simulación 1 

 

 

Figura 3.6 Conformaciones e interacciones del ABTS en el bolsillo de CuT1 de la lacasa 

POXA 1B. A) Diagrama de superficie del acoplamiento ABTS – POXA 1B,  B y C) Diagrama 

3D y 2D de interacción entre ABTS y POXA 1B. 
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3.4 Discusión  

Se evaluaron diferentes pH de dos tampones muy empleados para medir la actividad 

lacasa, ya que los tampones que se utilizan en las mediciones de actividad enzimática 

pueden tener efectos considerables sobre la reacción bioquímica, debido a su 

interacción con la enzima (Acker and Auld, 2014). Los tampones no sólo controlan el 

pH, también influyen en la estabilidad proteica a través de mecanismos de 

estabilización, que influyen sobre la conformación, impactando el comportamiento en 

las interfaces (Zbacnik et al., 2017).  

 

3.4.1 “Optimal Experimental Design” para tampón acetato y citrato 

Los F-valor de 202.14 y 668.49 para tampón acetato y citrato, respectivamente, indican 

que los modelos fueron significativos y que ambos tienen 0.01 % de probabilidad de 

que el F-valor ocurra debido a ruido del diseño de experimentos.  Para los tampones 

acetato y citrato el Lack of Fit p-valor de 0.09 y 4.11 indican que no fueron significativos 

en relación con el error puro y que existe 99.78 y 13.61 % de probabilidad de que el 

valor F del Lack of Fit sea debido al ruido generado en los experimentos, 

respectivamente. Un Lack of Fit no significativo es positivo para el modelo (Tabla 3.3).  

 

Por otro lado, los resultados en tampón acetato y citrato del R2 predicho de 0.9774 y 

0.9879 son coherentes con el R2 ajustado de 0.9867 y 0.9954, respectivamente, debido 

a que la diferencia es inferior 0.2. La precisión Adeq. (mide la relación señal generada 

por ruido) y un valor superior a 4 es deseable y los resultados de 39.593 y 76.87 en 

tampón acetato y citrato, respectivamente, indican que la señal es adecuada y que cada 

modelo puede utilizarse para navegar por el espacio del diseño (Tabla 3.3). 

 

Los factores A-pH, B-Longitud de onda, C-ABTS y las interacciones AB, AC y BC fueron 

significativos en tampón acetato y citrato, pero la interacción ABC sólo fue significativa 

en tampón citrato (Tabla 3.3). La alta significancia de los factores, demostró que afecta 

la medición de la actividad lacasa. Así mismo, el efecto y el porcentaje de contribución 
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obtenidos para el OED (23) – AB, indicó cual era la tendencia (aumento o disminución) 

del factor para aumentar la detección de la actividad lacasa.  

 

El porcentaje de contribución del pH (53 %) tuvo un efecto negativo (Tabla 3.4), 

indicando que se debían realizar mediciones de actividad a pH inferiores. En ambos 

diseños experimentales se observó que el pH ácido favoreció la determinación de la 

actividad enzimática (Tabla 3.4; Figura 3.1). El pH modifica las interacciones 

electrostáticas entre los grupos funcionales cargados de los aminoácidos, en 

consecuencia, generan cambios en la estructura tridimensional de la proteína. Dado que 

la función de una proteína depende de su estructura, el cambio del pH puede provocar 

cambios que afectan la función (Ferreira et al., 2015).  Eichlerová et al., (2012) 

encontraron que cuando se detectaba la actividad enzimática de lacasa de Trametes 

versicolor y Pyricularia sp., usando como sustrato ABTS la detección máxima de la 

actividad se obtenía cuando el pH era ácido, específicamente entre 3.0 y 4.0 ± 0.2, 

argumentando que la enzima era inhibida por los iones hidroxilo cuando la 

determinación se hacía a pH básico (Eichlerová et al., 2012).  

 

En las mediciones de actividad lacasa en tampón acetato la mayor actividad enzimática 

se obtuvo a pH 4.0 ± 0.2 (tratamiento AB T2), (Tabla 3.5; Figura 3.1). Los resultados 

concuerdan con un estudio previo sobre rPOXA 1B, donde muestran que la enzima es 

más estable a pH de 4.0 ± 0.2, (Ardila-Leal et al., 2019). No obstante, la medición de 

actividad enzimática con tampón acetato usualmente se realiza a pH de 4.5 ± 0.2, debido 

a que el tampón tiene una constante de disociación ácida (pKa) de 4.75 ± 0.2; pese a 

esto, el pKa del tampón tiene un efecto estabilizante en un rango de pH entre 3.8 y 5.8 

± 0.2, lo que permitiría usar el tampón a otros pH. Aun así, algunos autores coinciden 

en la medición de la actividad enzimática de la lacasa usando el tampón acetato a pH 

4.5 ± 0.2 (Gu et al., 2014; Bertrand et al., 2016; Itoh et al., 2016; Morales-Álvarez et al., 

2017).  

 

En tampón citrato la determinación de la actividad lacasa fue mayor a pH bajo (3.0 ± 

0.2), donde con el tratamiento CB T2 se obtuvo la mayor actividad (Tabla 3.5; Figura 
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3.1); resultado que concuerda con las condiciones utilizadas en otras investigaciones 

(Piscitelli et al., 2005; Pezzella et al., 2017; Pinar et al., 2017). Al igual que en tampón 

acetato, el aumento del pH disminuía la actividad enzimática (4.0 y 4.5 ± 0.2), no 

obstante, la influencia negativa por el aumento del pH fue mayor con este tampón. La 

disminución de la actividad enzimática cuando se usó el tampón citrato a pH superior a 

3.0 ± 0.2 pudo deberse a que el pH se aleja de las constantes de disociación (pKa) del 

tampón. Valores de pH superiores al pKa del tampón puede generar la perdida de 

protones, ocasionando la disminución de la actividad y modificando la interacción 

enzima/sustrato (Punekar, 2018); afectando la interacción del ion citrato con el sitio 

activo (Ferreira et al., 2015).  

 

Diferentes investigaciones han identificado que los iones de los tampones, además, de 

fijar el pH, también interactúan específicamente con los aminoácidos de la tríada 

catalítica, interfiriendo así con la catálisis enzimática (Salis and Monduzzi, 2016). El 

tampón citrato no es la excepción ya que se sabe que el citrato forma complejos con 

diferentes cationes como el cobre presente en el centro activo de la enzima (Ferreira et 

al., 2015). El aumento en la concentración de citrato provoca una disminución en la tasa 

de reacción, debido a la presencia de iones citratos divalentes y trivalentes que 

aumentan con el pH (Ahmad et al., 2011), haciendo que se obtengan complejos más 

estables con enlaces más fuertes. La formación de los complejos se inicia a pH 2.5 

(H3CiCu) y la mayor estabilidad del complejo se obtiene a pH 6.0 (CiCu-2); justo a este 

pH todo el ion cúprico se encuentra unido al complejo (Warner and Weber, 1953; 

Sahbaz and Somer, 1993). En conclusión, la detección de actividad enzimática usando 

tampón citrato con pH mayores a 3.0, aumenta la concentración y la fuerza de iones 

citrato quelantes que pueden llegar a cambiar completamente la coordinación del cobre 

con los residuos conservados de histidina del centro activo de la enzima.  

 

A pesar del efecto negativo del ion citrato, se han reportado mediciones de actividad a 

pH superiores a 3.0 ± 0.2. Garg et al. (2012) midieron la actividad enzimática usando 

tampón citrato a pH 4.0 ± 0.2 (Garg et al., 2012) y Li et al. (2014) en tampón citrato a 
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pH 4.5 ± 0.2, con la aclaración de que utilizaron el pH que le confería mayor estabilidad 

a la enzima recombinante de Trametes versicolor, (Li et al., 2014). 

 

La evaluación de la longitud de onda en el diseño experimental con ambos tampones 

mostró que es un factor muy significativo. Además, el efecto negativo y porcentaje de 

contribución de 19.90 % en AB, indicó que se debían realizar mediciones a una longitud 

de onda diferente. No obstante, la longitud de onda para el ABTS debe estar asociado al 

pico de absorción máximo del radical ABTS+. Wolfenden and Willson, (1982) y Childs 

& Bardsley, (1975) encontraron que la oxidación del ABTS genera un pico máximo de 

absorción a 420 nm (Childs and Bardsley, 1975; Wolfenden and Willson, 1982). La 

medición de la actividad enzimática utilizada a una longitud de onda de 436 nm usada 

por algunos autores (Tinoco et al., 2001; Bertrand et al., 2017; Morales-Álvarez et al., 

2017) no se soporta en investigaciones donde demuestren que la oxidación del radical 

ABTS+ tiene el pico de absorción máxima a 436 nm, por lo que se podría estar 

subestimando la actividad enzimática. Itoh et al. (2016) evaluó la actividad enzimática 

en las longitudes de onda 420 y 436 nm de la lacasa recombinante Lcc2 de Hericium 

coralloides NBRC 7716 en S. cerevisiae y destacó que la longitud de onda de 420 nm 

detecta mejor la oxidación del ABTS, resultados que se asocian directamente a la 

actividad enzimática (Itoh et al., 2016); lo que concuerda con los resultados obtenidos 

en este trabajo. 

 

La concentración de ABTS fue significativa en ambos tampones, además, tuvo un efecto 

positivo con 20.73 % de contribución en AB. Los resultados sugirieron que se debían 

evaluar concentraciones de sustrato superiores a 2 mM de ABTS. Sin embargo, estudios 

previos confirman que este sustrato ya se encuentra en exceso (Ardila-Leal et al., 2019). 

En general, a medida que la concentración de sustrato supera la KM, aumenta la 

probabilidad de ocupar el sitio activo al competir con un inhibidor. El exceso de sustrato 

se correlaciona directamente con la intensidad de la señal del ensayo (Childs and 

Bardsley, 1975; Wolfenden and Willson, 1982; Acker and Auld, 2014) y favorece el 

sentido de la reacción hacia la formación de producto cuando se trata de una reacción 

irreversible, al saturar el centro activo de la enzima (Acker and Auld, 2014). Johannes 
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& Majcherczyk, (2000) demostraron que a bajas concentraciones de ABTS aumenta la 

absorción del radical ABTS+, por lo que sugirieron que, para mantener la absorción 

constante del radical ABTS+ y la actividad enzimática proporcional a la enzima activa, 

presente en la mezcla de reacción, se deben utilizar concentraciones de ABTS entre 1 y 

5 mM (Johannes and Majcherczyk, 2000). En este estudio se utilizó 2 mM de ABTS como 

concentración máxima, lo que concuerda con Johannes & Majcherczyk, (2000); aunque, 

generalmente las concentraciones de ABTS usadas en la detección de la actividad lacasa 

varían entre 0.5 mM y 2.5 mM como se observó en la Tabla 3.1. 

 

3.4.2 Actividad enzimática a pH bajo en tampón acetato y en tampón citrato-

fosfato  

Los porcentajes de contribución sugirieron la evaluación de otras condiciones de las 

variables; no obstante, el único factor que realmente podía ser modificado para la 

detección de la actividad enzimática era el pH, ensayando valores más bajos.  Por esta 

razón se evaluó la actividad enzimática con tampón acetato a pH 3.6 ± 0.2 y tampón 

citrato-fosfato a pH 2.6 ± 0.2. La actividad de rPOXA 1B en el tratamiento CB OFED 

alcanzó 4884.26 ± 48.78 UL-1, con diferencias significativas a los resultados obtenidos 

en el en el tratamiento CB T2 (5291.67 ± 45.83 UL-1), (Figura 3.1). La disminución del 

pH cuando se usó el tampón citrato-fosfato no demostró una diferencia significativa, 

por lo que se podría atribuir el resultado entre el buffer CB y CB OFED a la composición 

de la base (citrato de sodio en CB y fosfato en CB OFED) que causan la formación de 

diferentes iones. En el buffer CB OFED se pueden generar iones fosfato que tienen la 

capacidad de formar complejos con iones esenciales para la enzima, lo que podría 

afectar la determinación de la actividad enzimática (Bisswanger, 2014). 

 

3.4.3 Actividad enzimática a pH 3.0 y 4.0 en el tampón Britton-Robinson 

La actividad lacasa usando el tampón Britton-Robinson demostró que a pH 4.0 la 

actividad enzimática es mayor. El tampón Britton-Robinson no es usualmente utilizado 

para la detección de actividad lacasa, sino para la evaluación de la estabilidad de la 

enzima (Morales-Álvarez et al., 2016; Ardila-Leal et al., 2019). En general los tampones 
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universales son considerados inadecuados para medir las actividades enzimáticas 

debido a que tienen compuestos que interactúan desfavorablemente con proteínas, o 

quelan iones metálicos que son necesarios para la estructura y función de las enzimas 

(Ellis, 1961; Brooke et al., 2015).  En general, un amplio número de tampones generan 

diferentes interacciones con las proteínas que puede afectar la actividad enzimática. La 

formación de complejos pueden generar estructuras estabilizantes o desestabilizantes 

entre el tampón y los sitios de unión a metales y cada respuesta es controlada por la 

concentración de los tampones, el tipo de tampón y los pH a los que son evaluados 

(Sokołowska et al., 2010).  

 

3.4.4 Caracterización cinética de rPOXA 1B en tampón citrato 

La caracterización cinética de la lacasa rPOXA 1B medida en la condición de mayor 

actividad enzimática (Figura 3.3) se comparó con la actividad utilizada en el laboratorio 

de acuerdo con la técnica de Tinoco et al., (2001) y se comprobó el cambio de la afinidad 

de la enzima por el sustrato, pasando en la Vmax de 0.0316 a 0.0105 mM min-1 y en la KM 

de 1.716 a 0.0372 mM con tampón acetato y citrato, respectivamente, (Ardila-Leal et 

al., 2019). La constante de Michaelis-Menten de la lacasa POXA 1B fue evaluada por 

Giardina et al., (1999), encontrando un valor KM de 0.37 mM, no obstante, para esa 

medición los investigadores usaron el tampón citrato/fosfato de McIlvaine (Giardina et 

al., 1999).  

 

3.4.5 Modelado de POXA 1B por homología y parametrización del centro activo  

La similitud de secuencia no es el único factor que determina la precisión de las 

estructuras 3D generadas por homología. El límite mínimo de similitud de secuencia en 

el modelado de homología debe ser 25 % (Muhammed and Aki-Yalcin, 2019), pero 

como regla general dos secuencias son homólogas si son idénticas en más del 30 % en 

toda su longitud. No obstante, las secuencias homólogas que comparten más del 40 % 

de identidad se consideran similares funcionalmente (Pearson, 2013). En las tres 

plantillas evaluadas el valor de la identidad fue mayor al 60 %. Los scores de QMEAN y 
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GMQE fueron cercanos a 1, lo que significa que el modelo propuesto es de alta calidad y 

que presenta una homología funcional alta.  

 

La estructura 3D generada de POXA 1B tuvo una calidad estereoquímica alta, basada en 

el porcentaje de residuos en las regiones centrales en el diagrama de Ramachandran 

(Figura 3.4 D), el valor score de Verify indicó que el 94.08 % de los átomos del modelo 

3D son compatibles con la secuencia, el score ERRAT fue adecuado, los modelos de 

proteínas pronosticados con factor de calidad > 50 % indican que los modelos de 

homología son estables y confiables (Kameshwar et al., 2018)  y el score PROVES fue 

aceptado al no superar el 5 %.   

 

Nuestro grupo de investigación en una publicación anterior había desarrollado un 

modelo de POXA 1B utilizando el templete 1GYC (Rivera-Hoyos et al., 2015). Sin 

embargo, se decidió afinar y mejorar el modelo, utilizando la herramienta 

semiautomática MCPB.py de Amber18, para la parametrización de moléculas con iones 

metálicos, ya que los complejos metálicos pueden tener varios modos de coordinación 

(Merza and Cho, 2005), que son importantes para los análisis de dinámica molecular. 

 

3.4.6 Acoplamiento molecular (Docking) entre ABTS y POXA1B 

AutoDock Vina es un método rápido y preciso de herramientas de acoplamiento de 

proteínas ligando, es usada para determinar afinidades de unión de moléculas 

pequeñas y para predecir poses de unión de grandes sustratos a objetivos de proteínas 

debido a sus sólidas capacidades informáticas (Nguyen et al., 2020), en donde el 

número de los residuos implicados con la unión del sustrato depende del tamaño del 

sustrato y de la conformación del sustrato/enzima (Christensen and Kepp, 2013). La 

Figura 3.6 A muestra la forma que adquiere el ABTS en el bolsillo del CuT1. La 

conformación obtuvo un RMSD de 1.069 que al ser inferior a 2 Å indica que tiene una 

conformación estable. La configuración adoptada por el ABTS también concuerda con 

el obtenido por Enguita et al. (2004), quien obtuvo el ABTS con forma de U, en donde la 

sección más profunda se encuentra muy cerca de la HIS497 del cobre T1 (Enguita et al., 
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2004).  En la Figura 3.6 D se observa que el sitio de torción que permite la conformación 

en U en el ABTS se encuentra cerca de la HIS394 (Figura 3.6 B).   

 

La energía libre de unión en todos los resultados fue negativa.   La energía libre de unió 

negativa refleja que la degradación sustrato es espontánea y a menor energía de unión 

entre la enzima y el sustrato, se favorece la interacción de la enzima con  el mismo, 

resultando en su degradación u oxidación (Hongyan et al., 2019).  Un análisis de 

acoplamiento molecular realizado por Rivera-Hoyos et al. (2014) entre ABTS y POXA 

1B obtuvo una energía libre de unión de -4.15 kcal mol-1, resultado inferior al obtenido 

en esta investigación, el cual fue de -6.4 kcal mol-1. Aunque el método para calcular el 

acoplamiento molecular en cada investigación fue diferentes, se podría considerar que 

la parametrización del centro activo de la enzima y a los análisis del acoplamiento a pH 

3.0 como parte de la estrategia que permitió mejorar la afinidad entre el ABTS y POXA 

1B.  

 

Los enlaces de hidrógeno y los contactos hidrófobos son necesarios para las 

interacciones entre la enzima y el sustrato, debido a que confieren estabilidad y 

permiten la oxidación del sustrato (ABTS) (Liu et al., 2018; Hongyan et al., 2019). El 

grupo de residuos que se encuentra próximos a CuT1 se caracterizan por ser 

principalmente hidrófobos, evitando la interacción del agua con el Cu y facilitando la 

interacción del sustrato hidrófobo con el centro activo de la enzima (Cambria et al., 

2010), demostrando la importancia de las interacciones hidrofóbicas observadas en el 

análisis con LigPlot (Figura 3.4 C). No obstante, los aminoácidos polares también 

interactúan en los sitios activos de lacasas (Kadam et al., 2018). En el acoplamiento se 

encuentra ASN263 y las HIS394 y HIS456 que se unen a CuT1.  Los aminoácidos polares 

tienen un gran papel en la interacción con el agua y las moléculas acuosas y los 

aminoácidos polares básicos como HIS tienen una cadena lateral básica que acepta 

protones, los cuales son fundamentales para la oxidación del sustrato (Kadam et al., 

2018).  
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En los acoplamientos entre lacasas y ABTS la carga en Cu T1 cambia ligeramente la 

energía de interacción electrostática entre el ABTS cargado negativamente y el CuT1 

cargado positivamente. Un sitio CuT1 oxidado representa el estado de la proteína activa 

que puede extraer un electrón de ABTS. Además, se ha sugerido que algunos residuos 

del bolsillo CuT1 son importantes debido a que ayudan a reconocer y arrastrar 

sustratos aromáticos con grupos hidroxilo y amino al bolsillo CuT1 (Christensen and 

Kepp, 2013). Uno de los aminoácidos importantes que contribuye a la formación de 

enlaces de hidrogeno con el sulfonato de oxígeno del ABTS ha sido la GLY, en esta 

investigación se observó la formación del enlace de hidrogeno entre GLY392 - O46.  

Enguita et al. (2004) encontró que dicho enlace de hidrogeno era formado con la GLY323 

(Enguita et al., 2004) y Hildén et al., (2013) encontró que la GLY392 estaba ubicada en la 

región de unión con el sustrato, pero que no determinaba la participación real del 

residuo (Hildén et al., 2013). No obstante, la interacción de este residuo depende de las 

características del sustrato (Mehra et al., 2018).  

 

Christensen y Kepp, (2014) identificó la ASP206 como el residuo más importante para el 

reconocimiento de sustratos aromáticos con grupos hidroxilo y/o amino en el bolsillo 

CuT1, pero es afectado por el pH y cuando se encuentra protonado (pH 3), el residuo no 

acepta enlaces de hidrógeno (Christensen and Kepp, 2013), lo que explica porque este 

residuo no fue señalado como importante en los residuos que interaccionan con el ABTS 

en el acoplamiento. Mehra et al (2018) observaron que la variación de los residuos que 

participan en la interacción enzima sustrato depende en gran medida del sustrato y de 

la enzima acoplada, por lo que los análisis con múltiples sustratos podrían ayudar a 

entender el rol de los diferentes residuos (Mehra et al., 2018). 

 

Por otra parte la dinámica molecular (MD) del acoplamiento POXA 1B/ABTS permitiría 

conocer cuáles son los residuos que mantienen estables las interacciones entre la 

enzima y el sustrato para que ocurra la oxidación de este último a pH 3.0. No obstante, 

para identificar como es la interacción enzima/sustrato y acercarnos  al 

comportamiento real del complejo en presencia de tampón citrato, se debería estudiar 
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este acoplamiento cuando lo iones de cobre de la enzima están bajo la influencia del ión 

presente en el tampón usado en la determinación de la actividad enzimática. 
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3.5 Conclusiones 

Se demostró que las condiciones para la medición de la actividad lacasa están 

influenciada por el tampón (iones), el pH, la concentración de ABTS y la longitud de 

onda. La condición estandarizada para la detección de actividad lacasa rPOXA 1B 

correspondió a tampón Citrato a pH 3.0 ± 0.2, longitud de onda 420 nm y concentración 

de ABTS de 2mM. La cinética de la lacasa rPOXA 1B en el tampón citrato estandarizado 

mostró disminución en el valor KM; lo que implica que las condiciones estandarizadas 

con tampón citrato, aumentaron la afinidad por el ABTS, en comparación con los 

parámetros cinéticos obtenidos en con tampón Acetato. En la parametrización del 

centro activo de POXA 1B, los cuatro cobres coordinaron con los residuos HIS394, HIS496, 

CYS451, HIS64, HIS397, HIS66, HIS109, HIS111, HIS399, HIS450, HIS452, similar a los residuos 

que se han reportado coordinando con cobre para otras lacasas. El acoplamiento del 

ABTS con la enzima POXA 1B demostró que las interacciones entre están sujetas a la 

conformación del bolsillo de unión al sustrato, en donde algunas conformaciones 

pueden tener mejor energía libre de unión, pero la conformación no es comparable con 

la encontrada en una estructura real. Los aminoácidos en el bolsillo de unión al CuT1 

estaba conformado por algunos residuos previamente identificados como esenciales 

para la interacción enzima/sustrato, además, se comprobaron los residuos que 

participan en las interacciones hidrofóbicas y que ejercen acción de protección al CuT1. 

Se identificó la GLY393 que forma puente de hidrógeno con el ABTS; lo que ha sido 

reportado como relevante en el bolsillo de unión al sustrato. 
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Capítulo 4. Producción de rPOXA 1B en biorreactor de 10 L 

usando medio previamente mejorado 
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Abreviaturas  

ABTS:  Ácido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico) 

GAPDH:  Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa conocida como  

GFP:   Proteína verde fluorecente. Abreviatura en inglés (Green fluorescent 

protein) 

OFED:  “One Factor Experimental Design” 

pAOX:  Promotor de la enzima alcohol oxidasa 

pGAP:  Promotor de la enzima gliceraldehído 3-Fosfato deshidrogenasa  

POXA 1B:  Lacasa de Pleorotus ostreatus 

SD:  Desviación estándar. Abreviatura en inglés (Standard deviation) 

Snf4:  Proteína quinasa subunidad gamma  

Snf1:  Proteína supresora de catabolitos de carbono quinasa 

td:  Tiempo de duplicación 

µ(x):  velocidad especifica de crecimiento 

VET:  Volumen efectivo de trabajo 

Vmax:  Velocidad máxima  

vvm:   Volumen de aire por volumen del medio  

YPG:  Medio de cultivo de extracto de levadura, peptona y glucosa. Abreviatura 

en inglés (Yeast extract, peptone y glucosa)  

YPG-Z:   Medio de cultivo de extracto de levadura, peptona y glucosa + Zeocina. 

Abreviatura en inglés (Yeast extract, peptone y glucosa + Zeocin) 
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4.1 Introducción  

Los organismos naturales productores de lacasas por lo general no son convenientes 

para la producción a escalas altas, debido a que presentan rendimientos bajos y costos 

altos de producción, preparación y purificación (Ferrer-Miralles et al., 2009).  

 

La expresión heteróloga de enzimas favorece los rendimientos altos y bajos costos de 

producción; lo que es útil para posteriores aplicaciones industriales o ambientales 

(Ferrer-Miralles et al., 2009); también se ha encontrado La expresión de LAC5930-1 de 

Trametes sp. en Pichia pastoris o LAC2 de Coprinus congregatus en Saccharomyces  

cerevisiae aumentó la tolerancia de la levadura al estrés oxidativo (Antosová and 

Sychrová, 2016). 

 

 Además, con la tecnología del ADN recombiante aumenta la versatilidad del escalado y 

el potencial de producción abriendo nuevas posibilidades comerciales para las 

producciones industriales. 

 

Las lacasas han sido expresadas en levaduras, usando diferentes promotores (Bohlin et 

al., 2006). La levadura metilotrófica Pichia pastoris ha sido utilizada con frecuencia para 

la producción de enzimas recombinantes bajo el control del promotor inducible AOX 

(pAOX), (Hang et al., 2009). No obstante, el uso de pAOX1 puede ser considerado no 

compatible con el medio ambiente, debido a que requiere el uso de metanol como 

fuente de carbono inductora de la expresión (Rivera-Hoyos et al., 2015); lo que implica 

que los residuos de metanol deben ser eliminados al finalizar la producción para evitar 

que el metanol sea vertido al efluente a tratar y aumente la contaminación del agua 

residual. Adicionalmente, la concentración de metanol en el medio de cultivo podría 

resultar en un problema pues se requiere el control del límite de inflamabilidad en el 

medio de cultivo, procurando que límite inferior de inflamabilidad (LFL) del metanol 

sea menor a 6,7 %. (Brooks and Crowl, 2007), lo que es costoso debido a las estrictas 

condiciones de la manipulación (Cos et al., 2006) y  producción por etapas para 

mantener  el límite tóxico del metanol (Çelik and Çalık, 2012). Se ha reportado que 
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cuando la concentración de metanol excede 0.5 % (v/v) comienza a ser tóxico para P. 

pastoris, aumentando la actividad proteolítica y disminuyendo la expresión y 

estabilidad de la proteína clonada (Hong et al., 2002).  

 

Actualmente pocos estudios han sido dedicados a la expresión de lacasas 

recombinantes en P. pastoris usando el promotor gliceraldehido 3-fosfato 

deshidrogenasa (pGAP). Bohlin et al., (2016) demostraron que para pGAP la glucosa era 

una fuente de carbono adecuada para la producción constitutiva de la lacasa, pues 

obtuvieron sólo el 53  y 46 % de la actividad enzimática usando glicerol o maltosa, 

respectivamente (Bohlin et al., 2006), debido a que  la intensidad de la expresión bajo 

el  control de pGAP varía con la fuente de carbono (Ata et al., 2017). Las ventajas de usar 

el pGAP para la expresión de lacasas son: 

1. El uso del pGAP permite la expresión constitutiva y el uso de glucosa y otras 

fuentes de carbono (glicerol, fructosa), fáciles de manejar como fuente energía. 

Del mismo modo, la liberación de metabolitos de fuentes de carbono en los 

efluentes no impacta negativamente el medio ambiente. 

2. La funcionalidad de la enzima recombinante ha sido demostrada en 

tratamientos de colorantes (Morales-Álvarez et al., 2018). 

 

El objetivo del presente capítulo fue evaluar la producción en biorreactor de 10 L (6 L 

volumen efectivo de trabajo, VET) usando el medio previamente mejorado en el grupo 

de investigación (Ardila-Leal et al., 2019).  La  cinética de producción de rPOXA 1B se 

comparó usando la técnica de medición utilizada anteriormente por el grupo (Tinoco et 

al., 2001) y la técnica estandarizada en el Capítulo 3 de este trabajo. 
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4.2 Materiales y métodos   

4.2.1 Cepa  

Se utilizó la cepa de P. pastoris X33 que contiene el vector de expresión pGAPZαA-

LaccPost-Stop (Clon 1) con el gen sintético optimizado que codifica para la lacasa POXA 

1B de Pleurotus ostreatus. La cepa usada fue previamente conservada en medio YPD 

(1% (p/v) extracto de levadura, 2% (p/v) peptona, 2% (p/v) glucosa,  suplementado 

con 20 % (p/v) glicerol) a -80°C (Rivera-Hoyos et al., 2015). 

 

4.2.2 Preparación del inóculo  

Se tomaron viales del Banco de Células Primario (BCP), (Poutou et al., 1994) del Clon 1 

de la cepa Pichia pastoris X33/pGAPZαA-LaccPost-Stop; una vez descongelados fueron 

inoculados en tubos de vidrio con tapa de rosca con 5 mL de medio estéril  YPD 

suplementado con 40 µg mL-1 de zeocina (Z), (YPD-Z) y se incubaron a 30 °C, durante 

toda la noche a 180 rpm. Posteriormente se inocularon dos Erlenmeyer de 500 mL con 

100 mL (VET, volumen efectivo de trabajo) de medio YPD-Z fresco y se cultivó a las 

mismas condiciones durante 12 horas.  El número de Erlenmeyers utilizados para la 

producción en biorreactor de 10 L dependió del volumen de inóculo necesario para el 

estudio.  El cultivo resultante sirvió de inóculo para los diseños factoriales, el cual fue 

verificado por tinción de Gram para descartar la presencia de morfologías 

contaminantes.    

 

4.2.3 Producción en biorreactor a escala 10 L  

Se empleó el medio mejorado resultante del Diseño experimental One Factor (OFED) 

[10 % (v/v) inóculo, 1 mM CuSO4, 10 g L-1, glucosa, 20 mM (NH4)2SO4, 20 g L-1 peptona, 

15 g L-1 extracto de levadura], (Ardila-Leal et al., 2019). La producción se realizó en 

Biorreactor de volumen total 10 L (TECFERM) con volumen efectivo de trabajo (VET) 

del 60 %. Las condiciones de producción fueron 30 °C, 1 vvm, 180 rpm, durante 192 h. 

Las muestras para el estudio cinético se tomaron cada 2 horas durante las primeras 12 

h y luego cada 12 h hasta las 192 h. Se produjeron 3 lotes, los cuales fueron 

caracterizados cinéticamente en función de la biomasa seca (g L-1), la concentración de 
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proteína extracelular (mg mL-1), la concentración de glucosa residual (g L-1), la 

actividad enzimática (U L-1), la actividad específica (U mg-1) y pH. Se calcularon también 

los parámetros cinéticos, velocidad específica de crecimiento μ(x) (h-1), tiempo de 

duplicación td (h), rendimiento biomasa-sustrato Y(x/s) (g g-1), productividad de la 

biomasa P(x) (g L-1 h-1), rendimiento enzima-sustrato “Y(p/s)”, (U L-1 g-1) y productividad 

de la enzima “P(p)” (U L-1 h-1),” (se utilizaron comillas para expresar que el parámetro 

cinético está calculado en base a la “actividad enzimática”). Sigma Plot (V11.0), (Systat 

Software, Inc. San Jose, CA USA) fue usado para graficar las cinéticas.    

 

4.2.4 Comparación de actividad lacasa usando tampón citrato o tampón acetato 

En los tres procesos de producción realizados  la medición de la actividad enzimática 

se realizó utilizando el método de Tinoco et al. (2001) y el método con tampón citrato 

de sodio (Capítulo 3); lo que permitió comparar además, de la actividad enzimática, la 

actividad específica y la productividad (Ardila-Leal et al., 2019).   

 

4.2.5 Técnicas analíticas 

4.2.5.2 Ensayo de actividad lacasa usando el método de Tinoco et al. (2001) 

La actividad enzimática fue monitoreada por el cambio en la absorbancia a 436 nm (ξ436 

=29300 M-1 cm-1) debido a la oxidación del ABTS en un tampón acetato de sodio 600 

mM (pH 4.5 ± 0.2). Se usaron 800 µL de extracto crudo a temperatura ambiente, 100µL 

(600 mM) de tampón acetato de sodio y 100 µL (5 mM) de ABTS como sustrato. La 

formación de un radical catiónico verde fue evaluada espectrofotométricamente 

durante 3 minutos. Una unidad de actividad está definida como la cantidad de enzima 

requerida para permitir la oxidación de 1 µmol de ABTS por minuto [Ecuación 4.1]. La 

solución blanco contenía 800 µL de agua destilada, 100 µL (600 mM) de tampón acetato 

de sodio y 100µL (5 mM) de ABTS. La actividad enzimática se expresó en U L-1.  

 

𝑈𝐿−1 =
(𝛥𝐸×𝑉𝑡)

(𝜀×𝑑×𝑉𝑠)
   [Ecuación 4.1] 
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Donde: ΔE corresponde a la absorbancia final menos la absorbancia inicial durante 1 

min de reacción, Vt hace referencia al volumen total utilizado en la reacción, ε al 

coeficiente de extinción molar del ABTS (M-1 cm-1) a 420 nm, d es la longitud de la 

cubeta en cm y Vs es el volumen de muestra (enzima) que se agregó en la reacción. 

 

4.2.5.3 Ensayo de actividad lacasa usando tampón citrato 

La medición de la actividad lacasa se realizó utilizando el ABTS (ácido 2,2’-azino-bis (3-

etilbenzotiazolin-6-sulfónico)) como sustrato, el cual fue monitoreado por el cambio en 

la absorbancia a 420 nm (ξ420 =36,000 M-1 cm-1) debido a la oxidación del ABTS en 

tampón citrato de sodio 0.1 M (pH 3.0 ± 0.2). Se agregaron 100 μL de ABTS (20 mM), de 

2 a 20 μL de sobrenadante centrifugado a temperatura ambiente (este volumen varió 

dependiendo de la cantidad de enzima presente en la muestra) y se completó el 

volumen hasta 1 mL con tampón citrato 0.1 M (pH 3.0 ± 0.2). La formación de un radical 

catiónico verde fue evaluada espectrofotométricamente durante 1 minuto (Pezzella et 

al., 2017), (Capítulo 3). La unidad enzimática (U) está definida como la cantidad de 

enzima capaz de transformar 1 µmol de sustrato (ABTS) por minuto, por litro [Ecuación 

4.1]. La solución blanco contenía 20 µL de agua destilada, 880 µL (0.1 M) de tampón 

citrato de sodio y 100 µL de ABTS (20 mM). La actividad enzimática se expresó en UL-1 

[Ecuación 4.1]. 

 

4.2.5.4. Determinación de la concentración de proteínas totales extracelulares 

La determinación de proteínas totales se realizó mediante absorción UV (280 nm) 

usando un NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific), (Desjardins et al., 

2009). La actividad específica se calculó utilizando la [Ecuación 4.2]. 

 

𝐴𝑐𝑡. 𝐸𝑠𝑝. =
𝐴𝑐𝑡.  𝐸𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎

𝐶𝑜𝑛𝑐.  𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎𝑠
  [Ecuación 4.2] 

 

Donde: Act. Enzimática, es la actividad expresada como UL-1, Conc. Proteínas, es la 

concentración extracellular de proteínas, expresada como mg mL-1. 
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4.2.5.5 Determinación de la concentración azucares reductores totales 

Se determinó la concentración de azúcares reductores totales residuales en cada una 

de las muestras (por triplicado). Para esto se utilizó la técnica de ácido 3,5 

dinitrosalicílico (Miller, 1959). Para esta determinación se preparó una curva de patrón 

que osciló entre 0.1 y 2 g L-1 de D-glucosa y que respondió a la Ecuación 4.3. 

𝑦 = 0.5735𝑥 − 0.018; 𝑅2 = 0.09972     [Ecuación 4.3] 

 

4.2.5.6 Determinación de biomasa seca 

La concentración de la biomasa seca (gL-1) fue calculada usando una curva de 

calibración [Ecuación 4.4], (Landázuri et al., 2009). 

 

𝑋 = 1.1724 × 𝐴𝑏𝑠𝜆600 𝑛𝑚 𝑅2 = 0.9870  [Ecuación 4.4] 

 

Donde: X (g L-1 de biomasa seca), se transformó como Ln (X/X0) y graficado vs. tiempo 

(h); la tendencia de la curva (fase exponencial) se usó para calcular la velocidad 

específica de crecimiento μ(x) (h-1), [Ecuaciones 4.5 – 4.7] y tiempo de duplicación td (h), 

[Ecuación 4.8], (Córdoba-Ruiz et al., 2009; Landázuri et al., 2009; Poutou-Piñales et al., 

2010; Doran, 2013). 

 

µ(𝑥) =
1

𝑥
 
𝑑𝑥

𝑑𝑡
  [Ecuación 4.5] 

𝐿𝑛 𝑥 = 𝐿𝑛 𝑥0 + µ(𝑥)𝑡   [Ecuación 4.6] 

𝐿𝑛 (
𝑥

𝑥0
) =  µ(𝑥)𝑡  [Ecuación 4.7] 

Donde: t = tfase log – tfase lag 

𝑡𝑑 =
𝐿𝑛2

µ(𝑥)
   [Ecuación 4.8] 
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4.3 Resultados  

4.3.1 Producción en biorreactor a escala de 10 L y comparación de actividad 

lacasa rPOXA 1B usando tampón citrato y tampón acetato 

El medio resultante del OFED [10 % (v/v) inóculo, 1 mM CuSO4, 10 g L-1, glucosa, 20 

mM (NH4)2SO4, 20 g L-1 peptona, 15 g L-1 extracto de levadura] se utilizó para realizar 

por triplicado la cinética de producción de la rPOXA 1B en Biorreactor de 10 L. La Figura 

4.1, muestra la cinética de promedio de los tres lotes de producción, en donde las 

diferentes graficas dependen de la técnica usada en la detección de la actividad lacasa.  

 

El consumo máximo de glucosa fue detectado a las 12 h (Figura 4.1), en contraste el 

crecimiento de la biomasa (g L-1) expresada como Ln(X/X0) mostró dos fases de 

crecimiento exponencial, alcanzando 2.20 ± 0.35 g L-1 a las 192 h. La velocidad 

específica de crecimiento (µx= 0.10 h-1) y el tiempo de duplicación td de 6.9 h fue 

obtenido en la primera fase (0 – 12 h). La segunda fase exponencial inicio una vez se 

agotó la glucosa residual (12 – 196 h) con una velocidad específica de crecimiento de 

µx= 0.006 h-1 y td = 110 h.  A las 192 h de cultivo a actividad lacasa fue de 8,506.95 ± 

1,993.65 U L-1 y 3,159.93 ± 498.9 U L-1 usando tampón citrato y tampón acetato, 

respectivamente. La actividad específica a las 192 h fue de 213.65 ± 55.83 y 79.28 ± 

14.69 usando tampón citrato y tampón acetato, respectivamente.  
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Figura 4.1 Cinética de de rPOXA 1B producción en biorreactor de 10 L. Variación del pH, 

la glucosa residual, el LN de la biomasa, la actividad lacasa y la actividad específica de 

la enzima. Superior: Actividad Lacasa en tampón Acetato. Inferior: Actividad Lacasa 

en tampón Citrato.  
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4.4 Discusión  

En la Figura 4.1, a las 12 h de cultivo se había consumido la mayor parte de la glucosa, 

resultados que coincide con los obtenidos previamente en producción en Erlenmeyer 

con este medio de cultivo (Ardila-Leal et al., 2019). El crecimiento celular muestra dos 

fases exponenciales de crecimiento, la primera de 0 a 12 h de cultivo caracterizada por 

una velocidad volumétrica de crecimiento (k0) de 0.18 h-1, un tiempo de duplicación 

volumétrico td = 5.6 h, una velocidad específica de crecimiento de µx = 0.10 h-1 con un 

tiempo de duplicación de td = 6.9 h. La segunda fase exponencial se produjo una vez 

agotada la glucosa residual (12 a 192 h); está fase mostró una k0 = 0.04 h-1 y td = 25 h, 

así como µx = 0.006 h-1 con td = 110 h. Sin embargo, la actividad lacasa aumentó de 

manera exponencial hasta la hora 192, con valores de 3,159.93 ± 498.9 U L-1 y 8,506.95 

± 1,993.65 U L-1 para tampón acetato y citrato, respectivamente, así mismo, la actividad 

específica con 79.28 ± 14.69 U mg-1  213.64 ± 55.83 U mg-1 para tampón acetato y 

citrato, respectivamente. 

 

 A escala de 10 L se obtuvo la mayor producción de rPOXA 1B y de biomasa una vez 

agotada la glucosa. Estos resultados muestran que la enzima continúa produciendose 

aún finalizada la primera fase exponencial de crecimiento (Figura 4.1). Los resultados 

concuerdan con los resultados obtenidos en Erlenmeyer (Ardila-Leal et al., 2019) y con 

otras investigaciones; Kern et al., (2007) estudiaron la expresión de una oxidasa 

fusionada a GFP bajo pGAP. Entre los resultados discutidos, mencionaron que la 

fluorescencia de GFP aumentó notablemente después de que se agotó la glucosa de los 

medios (Kern et al., 2007).   

 

La regulación metabólica que se observa en las levaduras posterior al agotamiento de 

la glucosa es la inducción de la gluconeogénesis (Xu et al., 2012), la cual produce 

catabolitos para el crecimiento y la regulación de la integridad celular (Irokawa et al., 

2016). Sin embargo, a baja concentración de glucosa, la formación de biomasa depende 

de la composición del medio, pues la presencia de una fuente de nitrógeno como 

peptona o extracto de levadura generan mayor formación de biomasa, diferente a lo 
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que sucede con sales de amonio (da Cruz et al., 2002). Cuando hay limitación de glucosa 

Snf4 activa la quinasa Snf1, proteína que fosforila proteínas diana y reguladores 

transcripcionales de los genes implicados en el uso de fuentes de carbono alternativas, 

la gluconeogénesis, la respiración, el transporte, la meiosis y la respuesta a estrés (Lin 

et al., 2001; Hedbacker and Carlson, 2009).  

 

La enzima gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa GAPDH (EC 1.2.1.12) cataliza 

reversiblemente la fosforilación del gliceraldehído-3-fosfato en 1,3-bifosfoglicerato, 

que es esencial para el metabolismo energético, controlando de esta manera la 

expresión del pGAP.  Giardina y Chiang (2013) evaluaron diferentes enzimas que se 

expresaban bajo limitación de glucosa en S. cerevisiae usando técnicas inmunológicas 

con el uso de anticuerpos secundarios conjugados con partículas de oro. 

Específicamente la proteína expresada por el gen GAP que participa en la vía glucolítica 

como en la vía gluconeogénica mostró la cuantificación de 117.9 ± 33.9 partículas de 

oro en el espacio intracelular, demostrando la importancia del gen frente a la limitación 

de glucosa (Giardina and Chiang, 2013). 

 

Cambiando la geometría de producción a biorreactor de 10 L con VET de 60 % y 

utilizando el medio obtendio en el OFED, se logró incrementar la actividad lacasa de 

1,343.520 ± 40.300 U L-1 en 168 h (Ardila-Leal et al., 2019) a 3,159.93 ± 498.9 U L-1 en 

192 h, lo que significó un aumento en la actividad de 2.4 veces (Tabla 4.1). Sin embargo, 

debido a que en las investigaciones previas del grupo se empleaba tampón acetato a pH 

4.5 ± 0.2, el cálculo en el aumento de actividad, no se determinó con tampón citrato. 

 

La Tabla 4.1 muestra las actividades de lacasa de hongos de diferentes orígenes 

expresados en Pichia pastoris (1997 a 2019), así como, la actividad enzimatica 

(diferenciada en tampón acetato, tampón citrato y otro tampón) y el volumen en el que 

se realizó la producción. Como se puede observar, las actividades más altas se 

obtuvieron con pAOX. Se destaca la expresión de lacasa de Fomes lignosus usando pGAP, 

con actividades elevadas (no se describió el volumen de producción). Además, la 
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actividad de la lacasa de Botrytis aclada también se elevó usando pGAP y un volumen 

de 2,5 L.  

 

Aunque existen diferentes investigaciones en donde se evidencias actividades 

enzimáticas altas, los resultados de la actividad lacasa podrían no ser comparable, 

debido a que se demostró que la actividad de un mismo sobrenadante puede variar al 

usar dos tampones diferentes (Capítulo 3) como se observa en la Tabla 4.1. Entre los 

diferentes tampones usados para la medición de la actividad enzimática se observa que 

el tampón acetato es uno de los más usados. No obstante, como se demostró en el 

Capítulo 3, la actividad de la lacasa está influenciada por el pH del tampón de reacción, 

así como por lo diferentes factores implicados en la medición de la actividad lacasa. En 

este sentido, nuestros resultados son prometedores, ya que están dentro del rango 

obtenido en otras investigaciones (Tabla 4.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 142 

Table 4.1 Actividades de algunas lacasas de diferentes orígenes expresados en P. pastoris (1997 a 2019). 

 
Origen 

Lacasa 
P. 

pastoris 

Actvidad enzimática (U L-1) Volumen 
del cultivo 

(L) 

Tiempo 
(días) 

Promotor Referencias Tampón 
Acetato 

Tampón 
Citrato 

Otro 
Tampón    

Pleurotus ostreatus POXA1B X33 3,159.93 8,506.95  6.0 8 GAP Este estudio 

Pleurotus ostreatus POXA1B X33 1,373.72   0.3 7 GAP (Ardila-Leal et al., 2019)  

Ganoderma lucidum GlLCC1 X33 4.69   0.15 7 GAP (Morales-Álvarez et al., 2017) 

Coriolopsis gallica LcCg X33   250.00 0.5 12 AOX (Avelar et al., 2017) 

Pleurotus ostreatus POXA1B X33 451.08   0.1 6.5 GAP (Rivera-Hoyos et al., 2015) 

Ganoderma lucidum GlLCC1 X33 0.13   0.1 6.5 GAP (Rivera-Hoyos et al., 2015) 

Trametes trogii BAFC 463 lcc3 GS115   5,740.00 Shake flask -- AOX (Campos et al., 2016) 

Trametes versicolor lccA X33  11,972.00  5.0 16 AOX (Li et al., 2014) 

Coprinus comatus lac3/lac4 KM71H 
689.00 

/1,465.00 
  0.05 15 AOX (Gu et al., 2014) 

Trametes versicolor LAC5 X33 14.0   0.04 5 AOX (Nishibori et al., 2013) 

Gaeumannomyces graminis LAC2 X33 100.0   0.04 5 AOX (Nishibori et al., 2013) 

Botrytis aclada BaLac X33  53,300.00  2.5 3 GAP (Kittl et al., 2012) 

Botrytis aclada BaLac X33  51,000.00  0.4 4 AOX (Kittl et al., 2012) 

Trametes sp. LacB GS115   32,000.00 -- 13 AOX (Li et al., 2007) 

Trametes sp. 420 lacD GS115   83,000.00 0.03 -- AOX (Hong et al., 2007) 

Trametes versicolor Lcc1/Lcc2 SMD1168   1.30 -- 7 GAP (Bohlin et al., 2006) 

Trametes trogii LccI GS115   2,520.00 2.0 8 AOX (Colao et al., 2006) 

Trametes sp. rLacA GS115   5,470.00 0.03 13 AOX (Hong et al., 2006) 

Fomes lignosus lcc GS115 9,030.00   -- 2 GAP (Liu et al., 2003) 

Trametes versicolor LccIV GS115 1,500.00   5.0 4 AOX (Brown et al., 2002) 

Trametes versicolor lcc1 SMD1168 140,000.00   2.5 9 AOX (Hong et al., 2002) 

Pleurotus sajor-caju lac4 
GS115 y 

KM71 
10,200.00   0.015 5 AOX (Soden et al., 2002) 

Pycnoporus cinnabarinus lac1 X33   20.00 0.05 10 AOX (Otterbein et al., 2000) 
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4.5 Conclusiones 

Con el medio [10 % (v/v) inóculo, 1 mM CuSO4, 10 gL-1, glucosa, 20 mM (NH4)2SO4, 20 

g L -1 peptona, 15 g L-1 extracto de levadura] y las condiciones de producción [30 °C, 1 

vvm, 180 rpm, durante 192 h] se logró aumentar la actividad enzimática 2.4 veces en 

Biorreactor de 10 L, con una actividad lacasa de 3,159.93 ± 498.9 U L-1 en tampón 

acetato. Sin embargo, con el tampón citrato estandarizado en el Capítulo 3, se logró un 

aumento de la actividad enzimática a 8506.95 ± 1993.65 U L-1.  La expresión de la lacasa 

rPOXA 1B en P. pastoris en el medio de cultivo mejorado bajo las condiciones 

experimentales es promisoria; sin embargo, amerita nuevos procesos de obtimización 

estadística del medio de cultivo para disminuir costos e incrementar aún más la 

actividad enzimática.  
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Abstract
In this work, we statistically improved culture media for rPOXA 1B laccase production, expressed in Pichia pastoris contain-
ing pGAPZαA-LaccPost-Stop construct and assayed at 10 L bioreactor production scale (6 L effective work volume). The 
concentrated enzyme was evaluated for temperature and pH stability and kinetic parameter, characterized by monitoring 
oxidation of different ABTS [2, 20-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)] substrate concentrations. Plackett–Bur-
man experimental design (PBED) implementation improved previous work results by 3.05-fold, obtaining a laccase activity 
of 1373.72 ± 0.37 U L−1 at 168 h of culture in a 500 mL shake flask. In contrast, one factor experimental design (OFED) 
applied after PBED improved by threefold the previous study, additionally increasing the C/N ratio. Employing OFED 
media at 10 L bioreactor scale was capable of producing 3159.93 ± 498.90 U L−1 at 192 h, representing a 2.4-fold increase. 
rPOXA 1B concentrate remained stable between 10 and 50 °C and retained over 70% residual enzymatic activity at 60 °C 
and 50% at 70 °C. Concerning pH stability, the enzyme was stable at pH 4.0 ± 0.2 with a residual activity greater than 90%. 
The lowest residual activity (60%) was obtained at pH 10.0 ± 0.2. Furthermore, the apparent kinetic parameters were Vmax 
of 3.163 × 10−2 mM min−1 and Km of 1.716 mM. Collectively, regarding enzyme stability our data provide possibilities for 
applications involving a wide range of pH and temperatures.

Keywords  Plackett–Burman experimental design · One-factor experimental design · Pichia pastoris · Recombinant 
laccase · Enzyme stability · Enzyme kinetics
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Introduction

Laccases (EC 1.10.3.2) also known as p-diphenol oxidases 
are blue multicopper oxidases (MCOs) with the ability to 
catalyze the oxidation of organic aromatic compounds, 
with concomitant reduction of molecular oxygen to water. 
Laccases have an extraordinary range of natural substrate 
degradation activity, such as phenols, polyphenols, ani-
lines, arylamines, methoxyphenols, hydroxyindoles, ben-
zenethiols, organic and inorganic compounds (Gelo-Pujic 
et al. 1999; Brown et al. 2002) in the presence of a mediator 
substance, such as ABTS [2, 20-azino-bis(3-ethylbenzothi-
azoline-6-sulfonic acid)], (O’Callaghan et al. 2002; Taha 
et al. 2013).

Laccases have been proposed for a great number of 
potential industrial and biotechnological applications, such 
as textile, food processing, paper and pulp, pharmaceuti-
cal, nanobiotechnology, and cosmetic industry. In addi-
tion, laccases have also been used in bioremediation. Due 
to its activity, laccases can decolorize synthetic dyes, such 
as anthraquinone, azo compounds (Hou et al. 2004; Zeng 
et al. 2012), triarylmethane, indigo carmine (Abadulla et al. 
2000; Colao et al. 2006), triphenylmethane (Qing Yang et al. 
2009; Morales-Álvarez et al. 2016; Morales-Álvarez et al. 
2017b), neolane (Zouari-Mechichi et al. 2006), and other 
dyes such as remazol bright blue in the presence of organic 
mediators (Soares et al. 2001) from textile effluents. Laccase 
effectiveness has been demonstrated in pulping black liquor 
(PBL) from the paper industry (Rivera-Hoyos et al. 2018). 
Additionally, laccase can aid in low density polyethylene 
(LDPE) sequential physical–chemical–biologic biotransfor-
mation (Gómez-Méndez et al. 2018) and in bioconversion 
of lignocellulosic and oxodegradable polyethylene residues 
(Moreno-Bayona et al. 2019). Majeau et al. (2010) found that 
some phenolic or xenobiotic compounds could be eliminated 
from industrial wastewaters using laccases (Majeau et al. 
2010). García et al. (2011) employed laccases to remove 
pharmaceuticals and personal care products from conven-
tional wastewater (Garcia et al. 2011). Another important 
laccase industrial application is pulp bleaching for paper 
production (Camarero et al. 2004).

At present, laccases have great potential as biological 
catalysts and are of considerable importance for the biotech-
nological industry; however, laccase secreted from natural 
sources are generally not adequate for high-scale production, 

usually due to low production yield and high preparation 
and purification costs. Nonetheless, heterologous expres-
sion allows obtaining high yields and producing laccase in 
greater quantities for industrial applications.

Laccases have been expressed in methylotrophic yeast 
such as P. pastoris, using different promoters with inter-
esting results. From our perspective as described in previ-
ous work by our group (Rivera-Hoyos et al. 2015), pAOX1 
is not compatible with the environment. Enzyme produc-
tion by using pAOX1 requires the addition of methanol to 
culture media. Hence, the enzyme must be isolated from 
the media to avoid methanol disposal into the effluent to 
be treated. Additionally, methanol concentration in culture 
media could result in a problem when scaling up the process, 
mainly because methanol is highly flammable (Brooks and 
Crowl 2007), fire hazardous, toxic (Çelik and Çalık 2012), 
and with elevated costs associated with storage and handling 
(Cos et al. 2006). However, currently few studies have been 
devoted to laccase recombinant heterologous expression in 
P. pastoris using glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge-
nase promoter (pGAP). Nevertheless, it has been demon-
strated that glucose is an adequate carbon source for con-
stitutive laccase production, contrary to glycerol or maltose 
(Bohlin et al. 2006a).

The objective of this work was to increase P. ostreatus 
recombinant POXA 1B (rPOXA 1B) laccase activity at low-
scale production by improving culture media, taking into 
account nitrogen concentration and source type (organic and 
inorganic), carbon source concentration (glucose), copper 
concentration, media volume (attempting to impact oxy-
gen transfer), and inoculum percentage to assay improved 
media at 10 L bioreactor scale with 6 L effective work vol-
ume (EWV). In addition, we characterized concentrated 
enzyme kinetics in terms of maximum reaction rate Vmax 
(mM min−1) and Michaelis constant KM (mM), by using 
ABTS as a substrate.

Materials and methods

Strain

Pichia pastoris X33 containing the expression vector 
pGAPZαA-LaccPost-Stop (Clone 1) with previously opti-
mized POXA 1B synthetic gene codifying for Pleurotus 
ostreatus laccase was used. This strain was previously con-
served in YPG media [1% (w/v) yeast extract, 2% (w/v) 
peptone, 2% (w/v) glucose] supplemented with 20% (w/v) 
glycerol and stored at − 80 °C (Rivera-Hoyos et al. 2015).



3 Biotech           (2019) 9:447 	

1 3

Page 3 of 16    447 

Inoculum preparation

Vials from Master Cell Bank (MCB) (Poutou et al. 1994) 
clone 1 of the P. pastoris X33/pGAPZαA-LaccPost-Stop 
strain were used. Once thawed, 5 mL sterile YPG media 
supplemented with 40 µg mL−1 Zeocin (Z) were inoculated 
and incubated at 30 °C overnight at 180 r.p.m. 500 mL 
Erlenmeyer flasks with 100 mL fresh YPG-Z (EWV) were 
inoculated and cultured under the same conditions for 
12 h. The number of Erlenmeyer flasks depended on the 
assay as defined by factorial design at shake flask or 10 L 
bioreactor scale (6 L EWV). To dismiss the presence of 
any contaminant morphology by Gram stain, the remain-
ing culture was evaluated and used as inoculum.

Plackett–Burman experimental design

Seven factors with two levels were evaluated to implement 
this design as follows: media volume (150 and 300 mL), 
CuSO4 concentration (0.1 and 1.0 mM), inoculum percent-
age [2 and 10% (v/v)], glucose concentration (10 and 30 g 
L−1), (NH4)2SO4 concentration (5 and 20 mM), peptone 
concentration (10 and 20 g L−1), and yeast extract concen-
tration (5 and 10 g L−1). In addition, the design included a 
center point that was evaluated in triplicate, assayed values 
were 225 mL media volume, 0.55 mM CuSO4 concentra-
tion, 6% (v/v) inoculum, 20 g L−1glucose concentration, 
12.50 mM (NH4)2SO4 concentration, 15 g L−1 peptone 
concentration, and 7.5 g L−1 yeast extract concentration 
(Morales-Álvarez et al. 2017a).

One factor design

Results obtained from the Plackett–Burman experimental 
design were taken into account for this design as a function 
of the significant factor and its contribution percentage on 
culture enzyme activity (Sarria-Alfonso et al. 2013).

The following variables were evaluated in time: enzyme 
activity (U L−1), protein concentration (mg mL−1), glu-
cose concentration (g L−1), specific enzyme activity (U 
mg −1), and productivity (U L−1 h−1) based on “enzyme 
activity” (Rivera-Hoyos et al. 2015; Morales-Álvarez et al. 
2017a). Enzyme activity (U L−1) was used for statistical 
analysis as the response variable. All assays for statistical 
improvement were performed in 500 mL Erlenmeyer flasks 
at 30 °C and 180 r.p.m., always using the same shaker for 
168 h of culture with a pH variable, starting at 7.0 ± 0.2. 
Design Expert (V9.0) software (Stat-Ease, Inc. Minneapo-
lis, MN USA) was used to design the experiments as well 
as to perform data analysis.

10 L bioreactor scale production containing 6 L 
of effective work volume

The media resulting from OFED evaluation was employed. 
Production was performed in 10 L bioreactor (TECFERM) 
with 60% (6 L) effective work volume (EWV). Production 
conditions were 30 °C, 1 v.v.m., (air volume/media volume), 
and 180 r.p.m., for 192 h. Samples for kinetic study were 
collected every 2 h during the first 12 h and every 24 h up 
to 192 h. Three lots were produced and were kinetically 
characterized as a function of dried biomass (g L−1), extra-
cellular protein concentration (mg mL−1), residual glucose 
concentration (g L−1), enzyme activity (U L−1), specific 
enzyme activity (U mg−1), and pH. The following kinetic 
parameters were calculated: specific growth rate µx (h−1), 
duplication time Td (h), biomass/substrate yield Y(x/s) (g g−1), 
biomass productivity P(x) (g L−1 h−1), enzyme/substrate yield 
“Y(p/s)”, (U L−1 g−1), and enzyme productivity “P(p)” (U L−1 
h−1) (quotation marks “” used for values based on enzyme 
activity).

Sigma Plot (V11.0), (Systat Software, Inc. San Jose, CA 
USA) was used for all culture kinetic graphs.

Dry biomass determination

Dry biomass concentration (g L−1) was calculated by using 
a calibration curve (Landázuri et al. 2009) (Eq. 1).

where X is the g L−1 dry biomass and Absλ600nm is the 
absorbance at 600 nm. Later, X (g L−1) was transformed to 
Ln (X/X0).

Supernatant concentration

The supernatant obtained from 10 L bioreactor was cen-
trifuged at 8000×g and filtered through Whatman No. 3 
paper, followed by filtration through Sartopore®2 (pore size: 
0.45/0.2 µm heterogeneous PES double layer, Sartorius). 
The filtrate was ultrafiltered using Vivaflow-200, 100,000, 
and 10,000 MWCO PES cross flow cassettes (Sartorius), 
and the concentrate rPOXA 1B was stored at 4 °C until use.

Before and after each step, the following were measured: 
volume (mL), pH, enzyme activity (U L−1), and protein 
concentration (mg mL−1). Specific activity (U mg−1) was 
also calculated. A fraction of the enzyme concentrate was 
used for pH and temperature stability, and to determine KM 
and Vmax enzyme kinetic parameters, as well as zymogram 
functional activity.

(1)X = 1.1726 ∗ Abs
�600m R2 = 0.9870,
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Functional identification of the enzyme

The zymogram was carried out in 12% (w/v) native-PAGE 
under non-denaturing conditions. Enzyme activity or func-
tionality was visualized in the gel by 0.5 M ABTS stain. A 
control laccase Lac® (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA) 
was used for functional enzyme detection (Morales-Álvarez 
et al. 2017a).

Temperature stability

Concentrated enzyme stability was evaluated by incubating 
for 1 h at the following temperatures: 10, 20, 30, 40, 50, 
60 and 70 °C, followed by residual laccase activity evalua-
tion. All measurements were carried out at least three times 
(Morales-Álvarez et al. 2017a).

pH stability

To determine pH stability, the concentrated enzyme was pre-
viously incubated for 1 h at 25 °C in the absence of substrate, 
using Britton–Robinson buffer (Reynolds et al. 2013), with 
pH values in the ranges of 2.0 to 10.0 ± 0.2, then residual 
laccase activity was determined under standard assay con-
ditions (Morales-Álvarez et al. 2017a). All determinations 
were carried out at least in triplicate.

Enzyme kinetic constants

Concentrated enzyme kinetic constants were evaluated using 
ABTS as a substrate in a concentration ranging from 0.1 
to 3 mM, in 600 mM sodium acetate buffer, pH 4.5 ± 0.2. 
For all assays, 800 µl concentrated enzyme with an activity 
of 10.6 U L−1 was used. Assays were performed at 25 °C 
(Morales-Álvarez et al. 2017a). After adjusting the hyper-
bola using Michaelis–Menten equation, apparent KM and 
Vmax were calculated following Lineweaver–Burk lineariza-
tion method (Nelson and Cox 2005), by employing the SIM-
FIT (V7.4.6) software (Burquillo et al. 2003). All kinetic 
assays were performed in triplicate.

Determination of total residual reducing sugar 
concentration

Total residual reducing sugar concentrations were deter-
mined for each sample in triplicate. To this end, 3,5-dinitro-
salicylic acid was used (Miller 1959). A standard curve was 
prepared with values ranging from 0.1 to 5 g L−1 d-glucose 
and values were calculated according to Eq. 2.

(2)y = 0.6181x − 0.048; R2 = 0.9984.

Total extracellular protein concentration

For each sample residual protein was determined by measur-
ing direct absorbance (Abs) at 280 nm, using UV–Vis Nan-
oDrop spectrophotometer (Thermo Scientific).

Enzyme activity assay

Laccase enzyme activity was monitored by a change in 
absorbance at 436 nm (ε436 = 29,300 M−1 cm−1) due to 
ABTS oxidation in a 60 mM sodium acetate buffer (pH 
4.5 ± 0.2). 800 µL sample was added to 100 µL 600 mM 
sodium acetate buffer and 100 µL 0.5 mM ABTS at room 
temperature (25 °C). Green radical formation was evalu-
ated spectrophotometrically for 3 min. A unit of activity 
is defined as the quantity of enzyme required for oxidizing 
1 µmol of ABTS in 1 min. Blanc solution contained 800 
µL distilled water, 100 µL 600 mM sodium acetate buffer 
solution, and 100 µL 5 mM ABTS. Enzyme activity was 
expressed as U L−1 (Tinoco et al. 2001).

Specific activity was calculated by dividing enzymatic 
activity for each hour of culture by total extracellular protein 
concentration (Eq. 3).

where Act. Enz. = U L−1, Prot. Conc. = mg mL−1

Productivity, enzyme activity production per hour (UL−1 
h−1), was calculated by using Eq. 4:

Results

Plackett–Burman experimental design

Plackett–Burman experimental design was implemented 
to evaluate the primary effect of the seven factors assayed 
on extracellular enzyme activity. Treatments (T4 and T11) 
were distinctive with enzyme activity greater than 1200 
U L−1 (Fig. 1).

From 72 h of culture and onward, laccase enzyme activ-
ity for treatments T4 and T11 exceeded 451.08 ± 6.46 U L−1: 
results obtained in a previous work (Rivera-Hoyos et al. 
2015), (Fig. 1). The tendency was similar for specific activ-
ity. Statistical results for T11 at 168 h (best treatment) of cul-
ture are shown in Table 1; parameters include central point 
information (curvature) and regression model (unadjusted).

Table 1 depicts the influence of different factors on 
enzyme activity after applying a hierarchical model. This 

(3)Spec.Act.
Enz.Act.

Prot.Conc.
,

(4)PEnz. =
Enz.Act.

Time
.
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resulted in the removal of factors A, B, D, E, and F from 
the model. The polynomial equation representing laccase 
activity was (Eq. 5):

A comparison among observed enzyme activity results 
and model predicted enzyme activities are detailed in 
Table 2.

One‑factor experimental design

Results employing PBED allowed to formulate OFED 
(Table 1). After 168 h of culture, laccase enzyme activ-
ity from assays performed at level (− 1) had an activity 
of 961.43 ± 72.40 U L−1 with 10 g L−1 yeast extract. The 
highest enzyme activity observed (1343.52 ± 40.30 U L−1) 
was for level (0) with 15 g L−1 yeast extract. Last, level 

(5)Enz.Act.168h = 975.36 + 152.02 × C + 148.75 × G.

(+ 1) had an enzyme activity of 1251.37 ± 30.65 U L−1 
with 20 g L−1 yeast extract. Figure 2 presents the kinet-
ics at level (0) with 15 g L−1 yeast extract. It is notewor-
thy that the initial glucose concentration (10 g L−1) was 
depleted for the three experiments during the first 12 h of 
culture, as was observed in PBED.

One-factor experimental design results are shown 
in Table  3, and as observed the quadratic model was 
significant.

Enzyme activity of 1365.67 U L−1 with desirability 
of 0.9860 could be obtained maintaining all factors and 
increasing yeast extract to 16.53 g L−1 (an additional 1.53 g), 
as predicted by the OFED. In comparison to the experimen-
tal activity observed, this would imply an increase in only 
22.15 U L−1. Statistical results for both PBED and OFED 
are illustrated in Table 4.

Fig. 1   Plackett-Burman Experimental Design (PBED). a T4 kinetic performance. b T4 kinetic performance (Table 2)
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Production at 10 L bioreactor scale containing 6 L 
of effective work volume

The media obtained from OFED (Table 4) was used to perform 
rPOXA 1B kinetics at 10 L bioreactor scale (triplicate). Fig-
ure 3 illustrates the average kinetics of three production lots.

As observed for the PBED results, the highest glucose 
consumption was detected at 12 h (Fig. 5). In contrast, bio-
mass cellular growth (g L−1) expressed as Ln (X/X0) dis-
played two exponential growth phases. A specific growth 
rate (μx = 0.10 h−1) and a duplication time Td of 7 h char-
acterized the first phase (0–12 h of culture). The second 
exponential phase started once residual glucose was depleted 
(12–192 h) with a specific growth rate of μx = 0.006 h−1 and 
Td = 110 h. However, laccase activity and specific activ-
ity increased exponentially from 0 to 192 h, with values 
of 3159.93 ± 498.90 UL−1 and 79.28 ± 14.70 U mg−1, 
respectively. At this scale of production, once glucose was 
depleted, the highest enzyme activity and biomass were 
produced.

Supernatant concentration

Figure 4 demonstrates the average concentration of three 
rPOXA 1B produced lots in 10 L bioreactor, using OFED 
improved media.

Functional enzyme identification

P. pastoris rPOXA 1B laccase functional identification was 
performed by zymogram (native PAGE) using ABTS as a 
developing agent (Fig. 5a).

Temperature and pH stability

Concentrated rPOX 1B laccase was exposed for 1 h to differ-
ent temperatures and pH values to evaluate residual enzyme 
stability (Fig. 5b).

Kinetic constants

Last, enzyme kinetics were characterized using ABTS as a 
substrate as shown in Fig. 5c, Table 5, Eq. 6. Moreover, assay 
conditions were used to calculate maximum velocity values 
(Vmax) and substrate affinity or Michaelis constant (KM) for 
enzyme concentrates obtained from the supernatant:

where V0 is the initial velocity, Vmax is the maximum reac-
tion rate, KM is the Michaelis constant, and [S] is the sub-
strate concentration.

(6)V0 =
Vmax[S]

KM + [S]
=

3.163 × 10−2[S]

1.716 + [S]
,

Table 1   Laccase activity for T11 
treatment at 168 h of culture

In the PBED, an ANOVA was performed to determine the effect of every variable on laccase activity. In 
addition, effect and contribution percent were also estimated
*Significant at 97%; **significant at 53%; other factors had less than 10% of significance

Statistical and kinetic parameters Unadj.

Model analysis of ANOVA
 Time of culture (h) 168
 Model p value 0.0158*
 Model F value 5.8000
 Lack of fit p value 0.4022
 Lack of fit F value 1.5300
 R2 0.4718
 Adj. R2 0.3905
 Pred. R2 0.2325
 Adeq. precision 6.4240
 R2–adj. R2 0.0813

Factor Effect p value Contribution percent

A—culture media volume 116.33 0.4697** 3.540
B—CuSO4 − 14.79 0.9255 0.057
C—inoculum 304.04 0.0300* 24.170
D—glucose − 11.95 0.9398 0.037
E—(NH4)2SO4 19.62 0.9013 0.100
F—peptone 18.20 0.9084 0.087
G—yeast extract 297.50 0.0331* 23.140
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Discussion

Plackett–Burman experimental design (PBED)

In comparison with previous work, all treatments exceeded 
451.08 ± 6.46 U L−1 enzyme activity (Rivera-Hoyos et al. 
2015). The highest laccase activities were 1,254.27 ± 0.37 U 
L−1 and 1,373.72 ± 0.37 U L−1 for the most promising treat-
ments T4 and T11, respectively (Fig. 1, Table 3), representing 
a 3.1-fold increase in comparison with our previous report 
(Rivera-Hoyos et al. 2015). However, productivity (based 
on enzyme activity) for the selected treatments T4 and T11 
reached their highest values at 72 h of culture with 12.28 (U 
L−1 h−1) and 10.81 (U L−1 h−1), respectively (Fig. 1).

ANOVA for PBED statistical design can be presented 
in two ways, as an adjusted or unadjusted model. For an 
adjusted model, the central point information (curvature) 
is separated from the regression model. For the unadjusted 
model, the central points (curvature) are included within 
the regression model. We selected an unadjusted model to 
calculate standard deviation from the curvature (central 
points) and to decrease the number of replicas in treatments, 
assuming for all treatments the SDs of the curvature (central 
points).

For an unadjusted model, if the curvature is significant, 
the prediction of factorial points would be partially higher or 
lower depending on additional information given by the cen-
tral points. If so, because the quadratic coefficients required 
to model the curvature are indistinguishable among them-
selves, the curvature could not be modeled, and the sum of 
squares (SS) of the curvature would be included in the SS 
lack of fit. Last, if the curvature is significant, this model 
would not be appropriate to perform a prediction.

In our case, the hierarchical model was significant for all 
analyzed hours for the unadjusted model curvature (Table 1). 
However, at 72 h, despite productivity “based on enzyme 
activity” being the highest (Fig. 1), the lack of fit p value 
was significant, thus indicating discontinuing the analysis. A 
comparison of the remaining hours of production suggested 
that the most significant p value observed was at 168 h, 
where lack of fit was not significant. At 168 h difference 
between R2 and Adj. R2 was the lowest comparing the dif-
ference among different hours of culture. Therefore, 168 h 
was selected as an adequate time point to analyze the main 
effect all factors would have on enzyme activity (Table 1).

For unadjusted model, an F value of 5.8 suggested that 
the model was significant (Table 1) and there would only be 
a 1.58% possibility for a greater F value due to noise in the 
experiment. A lack of fit F value of 1.53 implied it was not 
significant in relation to pure error. In addition, there would 
be a 40.22% probability that such large F value lack of fit 
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could occur due to noise; therefore, a non-significant lack of 
fit is good for the model.

On the other hand, a predicted R2 of 0.2325 was in 
agreement with the Adj. R2 of 0.3905, since the difference 
between them was less than 0.2 (Table 1). Moreover, Adeq. 
Precision indicates the ratio signal/noise greater than 4 
is desirable. For our case, estimated Adeq. Precision was 
6.424; thus, this model could be used to navigate the design 
space.

To further continue improving the culture media and tak-
ing into account the obtained results (Table 1), the follow-
ing factors were maintained: A at 300 mL, B at 0.1 mM, D 
at 10 g L−1, E at 20 mM, and F at 20 g L−1. Factors C had 
a positive contribution effect of 24.17% and G of 23.14%, 
suggesting that in a future statistical design they should 

be assayed at higher concentrations. However, for factor 
C, 10% (v/v) inoculum has already been tested, represent-
ing 30 mL for the next experimental design. Implementing 
such an increase in volume would not be practical; thus, we 
decided to continue with factor C at 10% (v/v), despite its 
significance.

Prediction for T11 did not exceed the obtained result. In 
contrast, T4 prediction slightly exceeded observed enzyme 
activity, but was only 7% less than the observed value for T11 
(Table 2). The only remaining significant factor was G (yeast 
extract), with a percentage contribution of 23.14%. It was 
decided to perform a three-level one-factor statistical design 
with (− 1, 0, + 1) at 10, 15, and 20 g L−1 with a duplicate to 
improve enzyme activity.

Culture media volume (factor A) in PBED was significant 
at 53% with a 3.54% positive effect on enzyme activity (U 
L−1), (Table 1). In light of Table 4 results, and taking into 
account PBED is a screening method and does not value 
interactions among factors, it is necessary to expand the 
model’s navigation area by increasing Factor A (culture 
media volume), since it might have an association with the 
surface for oxygen transfer, as well as interactions with other 
assayed factors.

It is noteworthy to highlight PBED improved the media 
in comparison with previous experiments (Rivera-Hoyos 
et  al. 2015), as CuSO4 (important for enzyme activity) 
was increased, as well as (NH4)2SO4 (a valuable inorganic 
nitrogen source). In contrast, peptone and yeast extract were 
decreased (organic nitrogen sources). Additionally, volume 
within the shake flask was also increased, which could be 
associated with decreased surface for oxygen transfer.

Fig. 2   One Factor experimen-
tal design (OFED). Level (0) 
kinetic results (only determined 
at 0, 96, 120, 144, and 168 h 
of culture) [OFED-15 g L−1 de 
yeast extract: 500 mL Erlen-
meyer flask (300 mL EWV of 
culture media, 10 % (v/v) inocu-
lum, 1 mM CuSO4, 10 g L−1 
glucose, 20 mM (NH4)2SO4, 
20 g L−1 peptone, 15 g L−1 
yeast extract), Enzyme activity 
1,343.52 ± 40.30 U L−1 at  
168 h of culture]

Table 3   Effect of yeast extract concentration on laccase activity as 
determined by OFED (ANOVA)

Significant terms are presented in bold

Source Sum of 
squares

df Mean square F value p value
Prob > F

Model 1.59E+08 2 79512.89 30.56 0.0101
A—yeast 

extract
90185.85 1 90185.85 34.66 0.0098

A2 74965.36 1 74965.36 28.81 0.0127
Pure error 7805.45 3 2601.82
Cor total 1.67E+08 5
R2 0.9532
Adj. R2 0.9220
Pred. R2 0.8129
Adeq. preci-

sion
10.5930


