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Ácido Glutámico Glu E 
Alanina Ala A 
Arginina Arg R 
Asparagina Asn N 
Cisteína Cys C 
Fenilalanina Phe F 
Glicina Gly G 
Glutamina Gln Q 
Histidina His H 
Isoleucina Ile I 
Leucina Leu L 
Lisina Lys K 
Metionina Met M 
Prolina  Pro P 
Serina Ser S 
Tirosina Tyr Y 
Treonina Thr T 
Triptofano Trp W 
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ADNc  Ácido desoxirribonucléico complementario 

APCI  Atmospheric Pressure Chemical Ionisation (ionización química a presión 
atmosférica) 

BSA  Albumina de suero bovino 
dNTP  Desoxirribonucleótidos trifosfato 

DNAsa  Desoxirribonucleasa 

DMP  2,6‐Dimetoxifenol 
DMSO  Dimetilsulfóxido 

DO  Densidad óptica 
E0  Potencial redox 

ECF  Elemental Chlorine Free (libre de cloro elemental) 

EDTA  Ácido etilendiaminotetraacético 
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Electron Paramagnetic Resonance (resonancia paramagnética electrónica) 



   

epPCR  Error prone PCR (PCR propensa a error) 
ET  Electron Transfer (transferencia de un electrón) 

HAT  Hidrogen Atom Transfer (transferencia de un átomo de hidrógeno) 

HPLC  High Performance Liquid Chromatography (cromatografía líquida de alta 
resolución) 

HBT   1‐Hidroxibenzotriazol 
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LiP  Lignina peroxidasa 
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MS  Mass Spectrometry (espectrometría de masas) 

NAG  N‐acetilglucosamina 

NMR  Nuclear Magnetic Resonance (resonancia magnética nuclear) 

o/n  Over night 

PAGE  Polyacrylamide Gel Electrophoresis (electroforesis en gel de poliacrilamida) 
PAH  Hidrocarburo aromático policíclico 
Pb  Pares de bases 
PCR  Polymerase Chain Reaction (reacción en cadena de la polimerasa) 
PcL  Lacasa de Pycnoporus cinnabarinus 

PCU  Ácido p‐cumárico 

pI  Punto isoeléctrico 

SDS   Dodecil sulfato sódico 
SOE   Sequence Overlap Extension (extensión por solapamiento in vitro) 
TBARS  Sustancias reactivas del ácido tiobarbitúrico 
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The use of environmentally‐friendly  redox mediators easily available at 
low  cost  together with  the design  of  tailor‐made  laccases, more  stable  or 
with  improved  catalytic  efficiencies,  could  smooth  the  progress  of 
application  of  laccase‐mediator  systems  in  decontaminating  or  white‐
biotechnological industrial processes. This thesis comprises both, searching 
of alternative  laccase mediators of natural origin and directed evolution of 
the high‐redox potential laccase from the fungus Pycnoporus cinnabarinus. 

The mediating  capabilities  of  naturally‐occurring  phenolic  compounds, 
related  to  the  lignin  polymer,  were  demonstrated  during  oxidation  of 
polycyclic  aromatic  hydrocarbons  (PAH)  and  dyes,  by  P.  cinnabarinus 
laccase. Moreover, relevant pieces of evidence on the mechanisms followed 
by these laccase‐natural mediator systems were also given.  

p‐Hydroxycinnamic acids posses significantly higher antioxidant activity 
than benzylic phenols,  as  showed by  the TEAC assay. However,  they are 
also capable to act as efficient laccase redox mediators once oxidized by the 
enzyme, promoting the oxidation of recalcitrant aromatic compounds.  

Vanillin,  acetovanillone,  ferulic  acid  and  p‐coumaric  acid  significantly 
promoted  oxidative  transformation  of  PAH  by  laccase.  The  outstanding 
efficiency  of  p‐coumaric  acid  (PCA)  as  laccase  mediator  resulted  close 
similar to that of HBT. Complete removal of anthracene and benzo[a]pyrene 
and 50 % transformation of pyrene were attained with laccase‐PCA (laccase 
alone  only  oxidized  anthracene).  Quinones  were  detected  as  oxidation 
products  of  anthracene  and  benzo[a]pyrene  by  laccase  and  natural 
mediators  (and  HBT  or  ABTS).  However,  6‐benzo[a]pyrenyl  acetate 
accumulated during transformation of benzo[a]pyrene by laccase‐ABTS but 
was  not  detected  with  HBT  or  PCA.  The  absence  of  this  intermediate 
upholds  the dissimilarity  of  the  oxidation mechanisms  follow  by  laccase‐
PCA and laccase‐HBT (HAT) vs laccase‐ABTS (ET).  

The  recalcitrance  of phenanthrene hinders  its  oxidation  by  the  enzyme 
even  in  the  presence  of  PCA  or  HBT.  However,  in  the  presence  of 
unsaturated  fatty  acids  phenanthrene  was  efficiently  transformed  by 
laccase‐PCA  (and  laccase‐HBT).  The  involvement  of  lipid  peroxidation 
reactions,  forming  peroxyl  radicals  that  acted  as  strong  oxidizers,  was 
confirmed by the TBARS assay. 

Among the three p‐hydroxycinnamic acids, sinapic acid (SA) was the best 
substrate of P.  cinnabarinus  laccase  (specificity constant 400‐fold PCA) and 
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caused the fastest dye decolorization. The strong mediating capacity of SA 
might  be  explained  by  its  fast  oxidation  by  the  enzyme,  producing  high 
concentration of phenoxyl  radicals. Their high  tendency  for  β‐βʹ  coupling 
generates  phenolic  dimers  that  would  act  as  laccase  mediators,  as 
demonstrated here with syringaresinol.  

The  design  of  enzymes  by  directed  evolution  consists  of  generating 
genetic diversity by  induced mutagenesis or  recombination of  the gene(s) 
under study, expression of this diversity and selection of the best mutants at 
the conditions the enzyme  is wanted to be  improved. Successive evolution 
rounds  will  provide  the  accumulation  of  beneficial  mutations  and  the 
desired feature. 

Directed evolution of P. cinnabarinus laccase (PcL) requires its expression 
in  S.  cerevisiae,  the  heterologous  host  used  in  the  evolution  assays. 
Unfortunately, expression of basidiomycete laccases in S. cerevisiae is a hard 
task. In order to achieve the functional expression of the enzyme, the signal 
sequence of  the protein was replaced by  the sequence of  the S. cerevisiae α 
factor pre‐proleader (α‐PcL). Optimization of the expression conditions was 
also accomplished by adding ethanol and mM concentrations of CuSO4  to 
the medium, and lowering the incubation temperature. 

The complete α‐PcL sequence was submitted to the evolution process in 
order to improve both laccase expression in yeast and catalytic activity. The 
use  of  two  polymerases  with  different  mutagenic  biases  enhanced  the 
genetic  variability  generated  by  random  mutagenesis.  The  in  vivo 
recombination of the resulting DNA enhanced this diversity, and promoted 
the  accumulation  of  beneficial  mutations  incorporated  in  successive 
evolution rounds. High‐throughput screening of the  libraries was based  in 
two different colorimetric assays with ABTS and 2,6‐dimethoxyphenol.  

After three evolution rounds, laccase activity in S. cerevisiae microcultures 
was  enhanced  800  fold.  The  selected  mutant  (7A9)  possessed  seven 
beneficial mutations. Four of them are located in the α factor pre‐proleader 
and would be  responsible  for  increasing protein secretion  rates. The other 
three  are  located  in  the  mature  protein;  two  of  them  in  the  CuT1 
environment would be related to the improvement of enzymatic features. 

The evolved PcL variant (7A9) presented 6‐fold improvement of catalytic 
efficiency  for  ABTS  oxidation,  was  rather  more  thermostable  and  more 
active at neutral pH than wild PcL. 
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1.1. LACASAS 

1.1.1. ASPECTOS GENERALES: DISTRIBUCIÓN 

  Las  lacasas  son  proteínas  multicobre  con  actividad  fenoloxidasa  (EC 
1.10.3.2, bencenodiol:oxígeno  oxidorreductasas) que  catalizan  la  oxidación 
de compuestos  fenólicos y aminas aromáticas,  liberando agua al utilizar el 
oxígeno molecular como aceptor final de electrones (Thurston, 1994).  

  Pertenecen  a  la  superfamilia  de  las  oxidasas  azules  que  engloba  a 
pequeñas proteínas (azurina, plastocianina o rusticianina) y a  las proteínas  
de la familia de las oxidasas multicobre a la que pertenecen las lacasas junto 
con  la  ascorbato  oxidasa  de  plantas  o  la  ceruloplasmina  del  plasma  de 
mamíferos (Messerschmidt et al., 1990; Messerschmidt et al., 2001). Es una de 
las  pocas  enzimas  que  han  sido  estudiadas  desde  finales  del  siglo  XIX, 
cuando se descubrió en el árbol japonés de la laca Rhus vernicifera (Yoshida, 
1883), del que tomó su nombre. Unos años después se describió en hongos 
(Yoshida, 1883; Bertrand, 1896), y posteriormente en otras plantas, bacterias 
e incluso insectos (Gianfreda et al., 1999). 

Las  lacasas  son  secretadas  al  medio  extracelular  por  el  micelio  de 
basidiomicetos, ascomicetos y deuteromicetos, siendo los basidiomicetos de 
podredumbre blanca de la madera los que más lacasa producen (Gianfreda 
et  al.,  1999). Así mismo,  la  producción  de  lacasas  está muy  extendida  en 
especies  de  hongos  saprófitos  del  suelo,  y  también  en  hongos 
ectomicorrizógenos (Luis et al., 2004). 

En  plantas  superiores  han  sido  descritas  en  la  familia  Anacardiaceae 
(Huttermann  et  al.,  2001)  (a  la  cual  pertenece  Rhus  vernicifera),  en  Acer 
pseudoplatanus,  Pinus  taeda,  Aeusculus  parviflora  y  Populus  euramericana 
(Mayer  et  al.,  2002).  Hasta  finales  del  siglo  XX,  las  lacasas  se  habían 
encontrado únicamente en organismos eucariotas, sin embargo, actualmente 
existen  datos  que  evidencian  la  existencia  de  lacasas  intracelulares  o 
periplasmáticas  en  procariotas.  Se  describieron  por  primera  vez  en 
Azospirillum  lipoferum  (Givaudan  et  al.,  1993)  y  posteriormente  se  han 
hallado  en  bacterias  como  Marinomonas  mediterranea,  Mycobacterium 
tubercolosis o  en  las  esporas de Bacillus  sphaericus y Bacillus  subtilis  (Claus, 
2004). Probablemente,  las  lacasas bacterianas mejor caracterizadas sean  las 
de B. subtilis y Sinorhizobium meliloti (Martins et al., 2002; Rosconi et al., 2005). 
También  se  han  descrito  enzimas  con  actividad  lacasa  en  cutículas  de 
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insectos  como  Drosophila  melanogaster,  Lucilia  cupreina,  Manduca  sexta  y 
Sarcophaga bullata (Gianfreda et al., 1999). 

 

1.1.2. PROPIEDADES BIOQUÍMICAS DE LAS LACASAS 

En general, las lacasas son proteínas monoméricas con masas moleculares 
entre  50 y  100 kDa,  aunque  se han descrito  formas multiméricas  como  la 
lacasa  de  Agaricus  bisporus,  que  se  presenta  como  dímeros  de  unidades 
iguales,  o  la  lacasa  1  de  Podospora  anserina,  que  aparece  en  forma  de 
tetrámeros (Baldrian, 2006). Las lacasas son glicoproteínas con un contenido 
en carbohidratos de entre el 10 y el 45 %, unidos principalmente a residuos 
de Asn  (Thurston,  1994; Claus,  2004),  aunque  se han descrito  lacasas  con 
solamente  un  1 %  de  glicosilación  (Muñoz  et  al.,  1997).  El  contenido  de 
carbohidratos está implicado en la estabilidad estructural de la proteína y en 
su protección  frente  a procesos de proteolisis  e  inactivación por  radicales 
(Yoshitake et al., 1993; Ko et al., 2001).  

Las  lacasas son proteínas muy estables, con  temperaturas óptimas entre 
50 y 70  °C  (Morozova  et  al., 2007b), aunque  se pueden encontrar enzimas 
muy termoestables como la lacasa de Pycnoporus sanguineus, con un tiempo 
de inactivación de 3 horas a 75 °C (Litthauer et al., 2007). Poseen pI entre 2,6 
y  4,5  y  presentan  actividad  en  un  amplio  rango  de  pH,  entre  2,0  y  8,5 
aunque el máximo se encuentra entre 3,0 y 5,0 (Thurston, 1994; Leonowicz et 
al.,  2001; Morozova  et  al.,  2007b).  Poseen  potenciales  de  óxido‐reducción 
entre 0,5 y 0,8 V y catalizan  la oxidación de un amplio rango de sustratos, 
desde  compuestos  fenólicos  (orto  y  para  difenoles,  metoxifenoles,  etc)  a 
aminas  aromáticas  (Yaropolov  et  al.,  1994),  e  incluso  iones  inorgánicos 
(Morozova  et  al.,  2007a).  Otras  reacciones  que  pueden  llevar  a  cabo  las 
lacasas son desmetilaciones (Kirk et al., 1987) y deshalogenaciones en el caso 
de  compuestos  sustituidos.  Su  actividad  frente  a  compuestos  fenólicos  es 
muy dependiente del pH, ya que  el potencial  redox de  estos  compuestos 
disminuye a medida que se incrementa el pH. Sin embargo, a pH superior a 
6  se produce  inhibición de  la  actividad  catalítica  (Xu,  1997). La  actividad 
lacasa  también puede  ser  inhibida por  iones  inorgánicos  como  cloruros y 
fluoruros  o  por  compuestos  orgánicos  como  cisteína,  azida  o  ácido 
tioglicólico (Morozova et al., 2007b).  
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1.1.3. ESTRUCTURA MOLECULAR Y MECANISMOS CATALÍTICOS 

Las  lacasas  forman  parte  de  la  familia  de  las  oxidasas multicobre  que 
llevan  a  cabo  la  oxidación  del  sustrato  gracias  a  la  presencia  de  cuatro 
átomos de cobre agrupados en tres sitios de oxido‐reducción, identificados 
en base a sus propiedades espectroscópicas (Claus, 2004): 

• Tipo 1 (T1): el cobre “azul” paramagnético presenta fuerte absorción en 
torno a 600 nm,  lo  cual  confiere a estas enzimas  su  característico  color 
azul en estado oxidado. Esta intensa absorción se debe al enlace entre el 
cobre y el átomo de azufre del residuo de Cys que lo coordina. El átomo 
de  cobre  tiene  propiedades  paramagnéticas  en  estudios  de  EPR, 
causando  un  desplazamiento  hiperfino  paralelo  en  el  espectro 
(Leontievsky et al., 1997).  

• Tipo  2  (T2):  este  átomo de  cobre  absorbe  ligeramente  en  la  región del 
visible y tiene propiedades paramagnéticas características en el espectro 
de EPR.  

• Tipo 3 (T3): se trata de un centro binuclear formado por dos átomos de 
cobre  acoplados  anti‐ferromagnéticamente,  lo  que  provoca  la  ausencia 
total de señal de EPR. El par T3 presenta un ligero hombro de absorción 
en el espectro UV alrededor de 330 nm, que desaparece tras su reducción 
(Claus, 2004). 

En  el  sitio  de  cobre  T1  tiene  lugar  la  oxidación  del  sustrato  reductor, 
mientras  que  la  reducción  del  oxígeno  a  agua  se  produce  en  el  centro 
trinuclear formado por el cobre T2 y los dos cobres T3. 

La enzima  se  reduce  tras captar cuatro electrones del  sustrato  reductor. 
En la enzima reducida no existe conexión entre el cobre T2 y los dos cobres 
T3,  de  manera  que  cuando  se  produce  la  interacción  con  el  oxígeno 
molecular se generan dos intermediarios de la lacasa, en los que los átomos 
de cobre están coordinados a través de los átomos de oxígeno (Figura 1.1). 
El  intermediario nativo  se puede  transformar  en  la  forma  completamente 
oxidada, cuyo cobre T1 puede ser de nuevo reducido por el sustrato (Shleev 
et al., 2006b). Sin embargo, lo normal es que el intermediario nativo pase a la 
forma  reducida  tras  cuatro  oxidaciones  monoelectrónicas  del  sustrato 
reductor. La  lacasa actuaría  como una batería acumulando un electrón de 
cada molécula de sustrato hasta tener los cuatro necesarios para reducir una 
molécula de oxígeno a agua. El primer paso de reducción del centro T1 por 
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el sustrato constituye el paso limitante en el ciclo de oxidorreducción de las 
lacasas  (Xu,  1996).  De  forma  global,  se  ha  propuesto  un  mecanismo 
catalítico  de  tipo  ping‐pong  bisustrato,  en  el  que  los  productos  de  la 
reacción  son  liberados  antes  de  que  tenga  lugar  la  unión  de  nuevos 
sustratos (Petersen et al., 1978). 

Forma reducida Forma oxidada

Ciclo catalítico

Intermediario 
peróxido

Intermediario 
nativo

Forma reducida Forma oxidada

Ciclo catalítico

Intermediario 
peróxido

Intermediario 
nativo  

Figura  1.1.  Ciclo  catalítico  de  las  lacasas.  Se  muestra  el  mecanismo  de  reducción  y 
oxidación de los sitios de cobre de la enzima. (Shleev et al., 2006a). 

Hasta la fecha, se ha resuelto la estructura cristalina tridimensional de la 
lacasa bacteriana CotA de la endoespora de B. subtilis (Enguita et al., 2003), y 
la de  cinco  lacasas  fúngicas: Copriopsis  cinerea  (sinónimo Coprinus  cinereus) 
(Ducros et al., 1998), Trametes versicolor  (Bertrand et al., 2002; Piontek et al., 
2002),  Pycnoporus  cinnabarinus  (Figura  1.2)  (Antorini  et  al.,  2002), 
Melanocarpus  albomyces  (Hakulinen  et  al.,  2002)  y  Rigidoporus  lignosus 
(Garavaglia  et  al.,  2004).  El  alineamiento  múltiple  de  secuencias 
aminoacídicas  de  lacasas  y  la  resolución  de  su  estructura  ha  permitido 
identificar características conservadas en todas ellas, en cuanto a estructura 
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terciaria de los sitios redox y coordinación de los iones de cobre (Kumar et 
al., 2003; Valderrama et al., 2003; Claus, 2004). 

Las  secuencias  de  aminoácidos  de  la mayoría  de  las  lacasas  fúngicas 
codifican  una  cadena  polipeptídica  de  entre  520  y  550  aminoácidos.  El 
plegamiento estructural de las lacasas está configurado en tres dominios de 
tipo  cupredoxina  con  arquitectura  tipo  barril‐β,  estabilizados  por  varios 
puentes disulfuro. Esta estructura está muy relacionada con la de pequeñas 
proteínas  de  cobre  como  la  azurina  o  la  plastocianina,  sugiriendo  su 
evolución a partir de un antecesor único (Murphy et al., 2000; Claus, 2004).  

D2

D3

NH2

COOH

D1

D2

D3

NH2

COOH

D1

 

Figura 1.2. Estructura tridimensional de la lacasa de P. cinnabarinus. Se muestran los tres 
dominios de tipo cupredoxina (D1, D2 y D3), los cuatro cobres catalíticos y las cadenas de 
N‐acetilglucosamina‐manosa en los sitios de N‐glicosilación. 

En el dominio 3 se encuentra un bolsillo hidrofóbico que contiene el sitio 
de  cobre  T1,  y  en  sus  proximidades  el  sustrato  reductor  se  une  a  una 
pequeña  cavidad  cargada negativamente, que podría  estabilizar  el  radical 
catiónico que se produce durante su oxidación  (Piontek  et al., 2002; Claus, 
2004). El cluster trinuclear T2/T3 está embebido entre los dominios 1 y 3 y el 
dominio 2 contiene residuos implicados en la unión del sustrato. El sitio de 
reducción del oxígeno en el agrupamiento T2/T3 tiene acceso al solvente por 
dos canales, uno ancho que accede al sitio T3 y otro estrecho que conduce al 
cobre  T2.  Estos  canales  facilitan  la  entrada  del  oxígeno  molecular  y  la 
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liberación de las moléculas de agua (Ducros et al., 1998; Piontek et al., 2002; 
Hakulinen et al., 2002; Enguita et al., 2003). Por otro lado, la carga negativa 
en  las  cercanías  del  cluster  trinuclear,  aportada  por  cuatro  residuos 
conservados de Asp y Glu, estabilizaría la alta carga positiva en este cluster 
y modularía  sus  propiedades  redox  (y  posiciones  de  coordinación  libres) 
contribuyendo a su reactividad con el oxígeno molecular  (Quintanar et al., 
2005). 

Los  tres  átomos  de  cobre  del  centro  trinuclear  forman  un  triángulo 
regular perfecto. Los dos átomos de cobre del sitio T3 están coordinados por 
seis  His  y  en  la  forma  oxidada,  se  mantienen  unidos  por  un  puente 
hidroxilo. Otras dos His coordinan el cobre T2. El cobre T1 está coordinado 
por dos His y una Cys  (Piontek et al., 2002; Valderrama et al., 2003; Claus, 
2004). El sitio activo de las lacasas, formado por los cuatro cobres y los diez 
residuos de His  y uno de Cys  que  actúan  como  ligandos,  está  altamente 
conservado en lo que se refiere a la geometría de los cobres, los dos canales 
que dan acceso al oxígeno molecular y la ruta de transferencia de electrones 
entre el cobre T1 y el centro T2/T3 (Thurston, 1994; Valderrama et al., 2003; 
Claus, 2004). Los electrones extraídos del sustrato reductor por el cobre T1 
son  transferidos  a  través  del  tripéptido His‐Cys‐His,  al  centro  trinuclear, 
donde tiene lugar la reducción del oxígeno a agua (Figura 1.3).  

CuCu‐‐T1T1

CuCu‐‐T3T3

CuCu‐‐T2T2

Cu‐T3

C451

H450

H452

H456

H395

H109

H66

H64 H398

H400

H111
O2 SR

CuCu‐‐T1T1

CuCu‐‐T3T3

CuCu‐‐T2T2

Cu‐T3

C451

H450

H452

H456

H395

H109

H66

H64 H398

H400

H111
O2 SR

 
Figura 1.3. Transferencia electrónica desde el sustrato reductor (SR) hasta el oxígeno en el 
sitio activo de la lacasa de P. cinnabarinus. 

Los once ligandos de los iones de cobre se encuentran localizados dentro 
de  cuatro  segmentos  de  secuencia  de  entre  8  y  24  residuos  (L1‐L4) 
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característicos  de  las  lacasas  (Tabla  1.1).  Dentro  de  estas  regiones,  los 
residuos que no participan en  la coordinación de  los cobres  también están 
conservados  o  semiconservados  para  mantener  el  empaquetamiento 
tridimensional  local  en  las  lacasas,  y  difieren  de  los  residuos  de  otras 
oxidasas multicobre. Además existe una homología intraproteica entre L1 y 
L3,  así  como  entre  L2  y  L4  lo  cual  sugiere  la  existencia  de  un  evento 
temprano de duplicación en la evolución de las lacasas (Kumar et al., 2003; 
Valderrama et al., 2003; Claus, 2004).  

 

1.1.4. MODULACIÓN DEL POTENCIAL REDOX 

A diferencia de lo que ocurre en las lacasas fúngicas, el sitio de cobre T1 
en  las  lacasas bacterianas, de plantas y en el resto de oxidasas multicobre, 
posee una coordinación  tetragonal dominada por dos  residuos de His, un 
residuo de Cys y un residuo de Met que actúa como ligando axial (situado a 
2,9 Å del átomo de cobre T1 en la lacasa CotA de B. subtilis). En las lacasas 
fúngicas,  la  posición  del  ligando  axial  está  ocupada  por  un  residuo 
hidrofóbico, que puede  ser una Phe o una Leu, y que  se encuentra a una 
distancia del cobre superior (3,6 Å en la lacasa de T. versicolor), por lo que no 
participaría en  la coordinación, presentando por ello una geometría planar 
trigonal. 

En  base  a  estudios  de  alineamiento  de  secuencias  y  comparaciones 
estructurales de diferentes oxidasas multicobre,  se ha propuesto un efecto 
modulador del potencial  redox  (E0) para el  residuo que ocupa  la posición 
del  ligando axial del cobre T1. El E0 de  las  lacasas está determinado por  la 
energía requerida para extraer un electrón del sustrato reductor por el cobre 
T1. Entre las lacasas fúngicas se localizan los E0 (cobre T1) más elevados, en 
torno a 790 mV, frente a  los 430 mV detectados en  las  lacasas de plantas o 
bacterianas.  

La ausencia del  residuo de Met puede provocar una disminución de  la 
densidad  electrónica  del  átomo  de  cobre,  incrementando  la  energía  de 
ionización y por  lo  tanto el E0 del cobre T1. Este hecho  fue corroborado al 
conseguir una  reducción de 0,1 V en el potencial  redox de  la  lacasa de T. 
versicolor  tras  la  sustitución del  ligando  axial Phe por una Met  (Xu  et  al., 
1999),  y  un  incremento  equivalente  en  la  oxidasa  azurina  y  la  lacasa 
bacteriana CotA, tras sustituir su Met axial por una Leu o Phe (Farver et al., 
1993;  Durao  et  al.,  2006).  Una  detallada  comparación  estructural  entre 
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lacasas  fúngicas  reveló  diferencias  estructurales  en  el  residuo  de 
coordinación axial del cobre T1 entre lacasas de bajo E0 (C. cinerea) y de alto 
E0 (T. versicolor) (Bertrand et al., 2002; Piontek et al., 2002), ya que la primera 
posee  una  Leu mientras  que  la  segunda  una  Phe.  Se  podría  pensar  por 
tanto, que una Phe en  la posición axial es  la responsable del alto potencial 
redox de  la  lacasa de T.  versicolor.  Sin  embargo  las  lacasas de Neurospora 
crassa y Rhizoctonia solani poseen un alto E0 a pesar de tener una Leu como 
ligando  axial  (Tabla  1.1). Además,  estudios mutagénicos  que  implican  la 
sustitución de Phe por Leu o a la inversa no han tenido efecto en el E0 de las 
lacasas de Myceliophthora thermophila y R. solani (Xu et al., 1998), sugiriendo 
la  existencia  de  otros  factores  implicados  en  la modulación  del  E0  de  las 
lacasas fúngicas. 

Tabla 1.1. Alineamiento de secuencias de las cuatro regiones conservadas que contienen 
los  ligandos de cobre del sitio activo de  la ascorbato oxidasa y de diferentes  lacasas. En 
color  fucsia aparecen  los  ligandos de His de  los átomo de cobre. En  rojo, el  ligando de 
Cys del cobre T1. En verde, el ligando axial del cobre T1 y en azul, el tripéptido, ambos 
supuestamente involucrados en la modulación del potencial redox. AO: Ascorbato oxidasa, 
RVE:  Rhus  vernicifera,  CCI:  Coprinus  cinerea,  MTH:  Myceliophthora  thermophila,  NCR: 
Neurospora crassa, RSO: Rhizoctonia Solani, PM1: lacasa del basidiomiceto PM1, TVI: Trametes 
villosa, TVE: Trametes versicolor y PCI: Pycnoporus cinnabarinus. 

494 HCHFERHTTEGM 503432 SHPMHLHGF 440102 WWHAHSDWT 10857 TIHWHGV 63430RVE

T3    T1        T3            T1T1       T2  T3T3   T3T2     T3

450 HCHIDFHLDAGF 461394 PHPFHLHGH 402107 WYHSHLSTQ 11562 SIHWHGF 68790PCI

454 HCHIDFHLEAGF 465395 PHPFHLHGH 403107 WYHSHLSTQ 11562 SIHWHGF 68790TVE

452 HCHIDFHLEAGF 463394 PHPFHLHGH 402107 WYHSHLSTQ 11562 SIHWHGF 68790TVI

453 HCHIDFHLEAGF 464392 PHPFHLHGH 400107 WYHSHLSTQ 11562 SIHWHGF 68790PM1

459 HCHIDWHLEAGF 470406 THPVHLHGH 414106 WYHSHLSSQ 11461 SIHWHGL 67710RSO

500 HCHIAWHVSGGL 511427 PHP I HLHGH 435143 WYHSHFSAQ 15198 SIHWHGM 104780NCR

502 HCHIAWHVSGGL 513434 PHPMHLHGH 442140 WYHSHFSAQ 14995 SIHWHGL 101470MTH

451 HCHIEFHLMNGL 462395 PHPFHLHGH 403107 WYHSHFGTQ 11562 SIHWHGL 68550CCI 

509 HCHIEPHLHMGM 520446 IHPWHLHGH 454104 FYHGHLGMQ 11260 VIHWHGI 66340AO 

Ligandos de los sitios de cobreE0 (mV)Lacasa

L1 L2 L3 L4

494 HCHFERHTTEGM 503432 SHPMHLHGF 440102 WWHAHSDWT 10857 TIHWHGV 63430RVE

T3    T1        T3            T1T1       T2  T3T3   T3T2     T3

450 HCHIDFHLDAGF 461394 PHPFHLHGH 402107 WYHSHLSTQ 11562 SIHWHGF 68790PCI

454 HCHIDFHLEAGF 465395 PHPFHLHGH 403107 WYHSHLSTQ 11562 SIHWHGF 68790TVE

452 HCHIDFHLEAGF 463394 PHPFHLHGH 402107 WYHSHLSTQ 11562 SIHWHGF 68790TVI

453 HCHIDFHLEAGF 464392 PHPFHLHGH 400107 WYHSHLSTQ 11562 SIHWHGF 68790PM1

459 HCHIDWHLEAGF 470406 THPVHLHGH 414106 WYHSHLSSQ 11461 SIHWHGL 67710RSO

500 HCHIAWHVSGGL 511427 PHP I HLHGH 435143 WYHSHFSAQ 15198 SIHWHGM 104780NCR

502 HCHIAWHVSGGL 513434 PHPMHLHGH 442140 WYHSHFSAQ 14995 SIHWHGL 101470MTH

451 HCHIEFHLMNGL 462395 PHPFHLHGH 403107 WYHSHFGTQ 11562 SIHWHGL 68550CCI 

509 HCHIEPHLHMGM 520446 IHPWHLHGH 454104 FYHGHLGMQ 11260 VIHWHGI 66340AO 

Ligandos de los sitios de cobreE0 (mV)Lacasa

L1 L2 L3 L4

 

Por otro lado, la distancia entre el cobre T1 y el nitrógeno δ de uno de sus 
ligandos de His  (His 458), parece contribuir  también en  la modulación del 
potencial redox de  las  lacasas fúngicas. Esta teoría surge de  las diferencias 
estructurales encontradas entre la lacasa de T. versicolor y la de C. cinerea (de 
menor potencial  redox). En el primer caso  la distancia es mayor,  teniendo 
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como consecuencia una menor contribución del par de electrones libres del 
átomo de nitrógeno de  la His hacia  el  cobre T1, produciendo una mayor 
deficiencia electrónica de éste e  incrementando, por  tanto, el E0  (Piontek et 
al., 2002). Dicha elongación  se  consigue por  la existencia de un puente de 
hidrógeno  entre  el  residuo  Glu  460  y  la  Ser  113  situada  en  el  dominio 
opuesto. La  lacasa de C. cinerea carece de ambos residuos  implicados en el 
puente  de  hidrógeno  (Piontek  et  al.,  2002).  El  Glu  460  forma  parte  del 
tripéptido  Leu‐Glu‐Ala  (LEA),  adyacente  a  la  His  458,  y  altamente 
conservado en las lacasas de alto potencial redox, como por ejemplo las de 
diferentes especies de Trametes, del hongo PM1 o de R. lignosus (Garavaglia 
et al., 2004). Este fenómeno también se produce cuando existe un Asp en la 
posición del Glu (tripéptido LDA) (Tabla 1.1), como ocurre en la lacasa de P. 
cinnabarinus.  Xu  y  colaboradores  construyeron  un  triple  mutante  de  la 
lacasa de bajo potencial redox de M. thermophila para sustituir VSG por LEA 
y aunque no observaron un aumento en el potencial redox, los parámetros 
cinéticos sí sufrieron variaciones (Xu et al., 1998).  

 

1.1.5. FUNCIÓN BIOLÓGICA DE LAS LACASAS 

Las lacasas son proteínas presentes en una gran variedad de organismos 
y con funciones biológicas muy diversas. 

Están ampliamente distribuidas en los hongos, y son secretadas de forma 
abundante por los basidiomicetos ligninolíticos para llevar a cabo una de las 
funciones más  estudiadas  y  discutidas  de  las  lacasas,  la  degradación  del 
polímero de  lignina,  función que se analizará en el siguiente apartado. En 
los  basidiomicetos  saprófitos  del  suelo  y  ectomicorrizógenos  las  lacasas 
intervienen en la degradación de la materia orgánica del suelo y por tanto, 
en el turnover del humus (Jonas et al., 1997). Además, pueden participar en 
procesos de detoxificación (Gianfreda et al., 2004). 

Se  ha  descrito  también  su  implicación  en  procesos  de  esporulación, 
pigmentación y patogénesis. En Aspergillus nidulans, una de sus lacasas está 
implicada en la coloración verde de los conidios (Aramayo et al., 1990) y la 
otra en la morfogénesis y en procesos de esporulación (Scherer et al., 2001). 
Las  lacasas  se  han  descrito  como  un  importante  factor  de  virulencia 
implicado  en  muchas  enfermedades  causadas  por  hongos  (Breuil  et  al., 
1999), implicadas en el ataque inicial al hospedador (Lewis et al., 1990), o en 
la  interacción posterior con  la célula huésped  (Williamson, 1994). Además, 
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la lacasa puede proteger al hongo patógeno de ciertas toxinas secretadas por 
el hospedador (Pezet et al., 1992).  

En  plantas,  las  lacasas  están  implicadas  en  la  respuesta  primaria  a 
heridas.  El  látex  secretado  polimeriza  en  una  reacción  dependiente  de 
lacasa, formándose una película protectora que podría favorecer la curación 
(Davies  et  al., 2001). En  los  tejidos  leñosos,  las  lacasas  intervendrían en  la 
polimerización de la lignina (Bao et al., 1993; Ranocha et al., 1999).  

También se han descrito fenoloxidasas, que muestran propiedades lacasa, 
en cutículas de larvas e insectos y que participarían en la esclerotización de 
las mismas (Gianfreda et al., 1999). 

 

1.1.6. BIODEGRADACIÓN DE LA LIGNINA 

La  lignina  es  el  segundo  componente  más  abundante  de  la  biomasa 
vegetal,  dónde  desempeña  un  papel  estructural. Actúa  como  pegamento 
entre las fibras de la madera, aportando sostén a los tejidos leñosos, y forma 
una matriz que rodea a las cadenas de celulosa (y hemicelulosa) en la pared 
secundaria  de  las  plantas  superiores,  protegiéndolas  de  la  degradación 
microbiana (Figura 1.4). Se trata de un polímero aromático formado por tres 
tipos  de  unidades  fenilpropano,  derivadas  de  tres  alcoholes  p‐
hidroxicinamílicos:  p‐cumarílico  (4‐hidroxicinamílico),  coniferílico  (4‐
hidroxi, 3‐metoxicinamílico) y  sinapílico  (4‐hidroxi‐3,5‐dimetoxicinamílico) 
que  están  unidas  predominantemente  por  enlaces  éter  (β‐O‐4)  y  también 
por diferentes  tipos de  enlace C‐C,  lo  cual  confiere  a  la  lignina una gran 
heterogeneidad y gran resistencia a la degradación (Hammel, 1997).  

Debido a la importancia que la biodegradación de lignina tiene en el ciclo 
global del  carbono en  la naturaleza, y al  interés del uso de  los materiales 
lignocelulósicos  como  fuentes  renovables  de  materiales,  compuestos 
químicos y  energía,  este proceso ha  sido objeto de  investigación  creciente 
desde hace décadas. 
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PUENTES DE H CELULOSA LIGNINA HEMICELULOSA PUENTES HC 

pCA, ÁCIDO p-CUMARICO      FA, ÁCIDO FERÚLICO       SA, ÁCIDO SINÁPICO

PUENTES DE H CELULOSA LIGNINA HEMICELULOSA PUENTES HC 

pCA, ÁCIDO p-CUMARICO      FA, ÁCIDO FERÚLICO       SA, ÁCIDO SINÁPICO  
Figura 1.4. Estructura molecular de la lignina, hemicelulosa y celulosa en la pared celular 
secundaria de plantas herbáceas (Bidlack et al., 1992). 

Existen diferentes organismos capaces de degradar la lignina, en mayor o 
menor  medida,  entre  los  que  se  encuentran  actinomicetos  del  género 
Streptomyces, bacterias como Pseudomonas y Xantomonas (Buswell et al., 1987; 
Vicuña, 1988), hongos ascomicetos como Chrysonilia sitophyla (Buswell et al., 
1987; Rodríguez  et  al.,  1997)  o deuteromicetos  como  Fusarium  proliferatum 
(Buswell  et  al.,  1987;  Regalado  et  al.,  1997).  Sin  embargo,  los  únicos 
organismos  capaces de degradar por  completo el polímero de  lignina  son 
los  hongos  basidiomicetos,  y  más  concretamente  los  de  podredumbre 
blanca de la madera (Crawford, 1981; Buswell et al., 1987; Kirk et al., 1987), 
llamados  así  por  la  tonalidad  blanquecina  que  adquiere  el  material 
degradado enriquecido en celulosa como consecuencia de la eliminación de 
la  lignina.  Entre  estos  organismos,  Phanerochaete  chrysosporium  ha  sido 
históricamente  utilizado  como  organismo  modelo  en  los  estudios  de 
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biodegradación  de  la  lignina  (Schoemaker  et  al.,  1991),  seguido  de  otros 
hongos como T. versicolor, Phlebia radiata y Pleurotus ostreatus. 

La  biodegradación  de  lignina  es  un  proceso  oxidativo  enzimático  y 
radicalario.  En  él  intervienen  las  enzimas  oxidorreductasas  ligninolíticas 
propiamente  dichas  (lacasas  y  peroxidasas)  y  variedad  de  enzimas 
auxiliares  (oxidasas  productoras  de  H2O2,  celobiosa  deshidrogenasa, 
reductasas miceliares, etc) así como radicales generados durante el proceso. 
Entre estos últimos se incluyen especies activas de oxígeno, iones de metales 
oxidados  y  radicales  de  compuestos  de  bajo  peso  molecular  liberados 
durante la degradación del polímero, que son capaces de atacar la lignina de 
forma  no  específica  y  penetrar  en  la  pared  celular,  accediendo  a  zonas 
donde, por impedimentos estéricos, las enzimas no pueden acceder (Kawai 
et  al.,  1989;  Evans  et  al.,  1994; Guillén  et  al.,  2000;  Camarero  et  al.,  2005; 
Martínez et al., 2005; Gorbacheva et al., 2009). 

La primera peroxidasa ligninolítica identificada fue la lignina peroxidasa 
(LiP) que  es  capaz de oxidar  las unidades no  fenólicas de  la  lignina  (que 
representan  hasta  un  90 %  del  contenido  total  del  polímero)  (Tien  et  al., 
1983; Glenn  et  al.,  1983). La manganeso peroxidada  (MnP),  requiere Mn2+ 
para cerrar su ciclo activo, y es el Mn3+ quelado el que actúa como agente 
difusible oxidando las unidades fenólicas (Kuwahara et al., 1984) y también 
las no fenólicas a través de reacciones de peroxidación de lípidos (Jensen et 
al., 1996). La peroxidasa versátil (VP) descrita por primera vez en Pleurotus 
eryngii  (Ruiz‐Dueñas  et  al.,  1999;  Camarero  et  al.,  1999),  combina  las 
propiedades  catalíticas  de  las  dos  enzimas  anteriores,  ya  que  oxida 
eficientemente  compuestos  no  fenólicos  de  alto  potencial  redox  como  el 
alcohol veratrílico  (LiP) o Mn2+  (MnP)  (Ruiz‐Dueñas  et  al., 2009). Además, 
oxida  fenoles en ausencia de Mn2+. El H2O2  requerido por  las peroxidasas 
ligninolíticas  es producido por oxidasas  como  la glioxal oxidasa y  la  aril‐
alcohol oxidasa (Glenn et al., 1983; Kersten et al., 1987; Guillén et al., 1994).  

Las  lacasas catalizan  la oxidación de  las unidades fenólicas de  la  lignina 
liberando H2O al utilizar el O2 como aceptor  final de electrones  (Thurston, 
1994). Las  lacasas  fueron  las primeras enzimas  ligninolíticas estudiadas, si 
bien, su estudio quedó relegado a un segundo plano durante años debido a 
su  relativamente  bajo potencial  redox.  Sin  embargo,  su  importancia  en  el 
proceso  de  deslignificación  se manifiesta  por  su  presencia  en  la  práctica 
totalidad  de  los  hongos  ligninolíticos.  Es más,  algunos  de  estos  hongos 
como P.  cinnabarinus  o Coriolopsis  rigida  sólo producen  lacasa  como única 
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enzima ligninolítica (Eggert et al., 1996b; Saparrat et al., 2002), sugiriendo la 
existencia de mecanismos no enzimáticos iniciados por estas enzimas en el 
proceso biodegradativo (Glenn et al., 1983; Muñoz et al., 1997; Saparrat et al., 
2001; Camarero et al., 2005; Nikitina et al., 2005).  

 

1.2. SISTEMA LACASA‐MEDIADOR 

  Las lacasas fúngicas son enzimas con elevado potencial biotecnológico en 
diferentes  aplicaciones  industriales  gracias  a  su  amplia  especificidad  de 
sustrato y al empleo de oxígeno  como aceptor de electrones  (en  lugar del 
H2O2 utilizado por las peroxidasas). Sin embargo, poseen un E0 máximo de 
0,8 V, inferior al de las peroxidasas ligninolíticas (mayor de 1 V), limitando 
su rango de acción a compuestos aromáticos de bajo E0 como  las unidades 
fenólicas de la lignina (Kawai et al., 1987).  

Sin embargo, en presencia de ciertos compuestos de bajo peso molecular 
que  actúan  como  intermediarios  redox,  denominados  mediadores,  la 
actividad  catalítica de  las  lacasas puede  ser  expandida hacia  sustratos no 
fenólicos  más  difícilmente  oxidables,  en  lo  que  se  denomina  el  sistema 
lacasa‐mediador  (Figura  1.5).  La  descripción  de  los  sistemas  lacasa‐
mediador  amplió  enormemente  la  versatilidad  de  las  lacasas  para  su 
aplicación  biotecnológica  orientada  a  la  degradación  de  compuestos 
aromáticos recalcitrantes.  

O2

H2O

lacasa

lacasaox mediador

mediadorox

sustratoox

sustratoO2

H2O
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lacasaox mediador

mediadorox

sustratoox
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Figura 1.5. Ciclo redox del sistema lacasa‐mediador. 

Los mediadores  constituyen un vehículo de  transporte de electrones ya 
que, una vez oxidados por la enzima, y estabilizados en forma de radicales, 
difunden  lejos  del  centro  activo  y,  mediante  mecanismos  de  oxidación 
diferentes  del  enzimático,  oxidan  sustratos  que  bien  por  su  tamaño  no 
pueden acceder al bolsillo enzimático, o que debido a su E0 elevado no son, 
en principio, sustratos de  la enzima  (Kawai  et al., 1989; Bourbonnais  et al., 
1990; Bourbonnais et al., 1997b).  
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El mediador redox ideal debe ser un compuesto de bajo peso molecular, 
sustrato de la enzima, que forme radicales que no inactiven a la lacasa, sean 
suficientemente estables y capaces de reciclarse en sucesivos ciclos de óxido‐
reducción  sin  degradarse.  Además,  desde  el  punto  de  su  aplicación 
industrial  y medioambiental,  los mediadores deberían  ser  compuestos de 
bajo coste, no tóxicos y de fácil biodegradación. 

  El  primer  mediador  de  lacasa  utilizado  en  la  oxidación  de  alcohol 
veratrílico y dímeros modelo de lignina no fenólicos fue el ABTS (2,2´‐azino‐
bis(3‐etilbenzotiazolin‐6‐sulfonato))  (Bourbonnais  et  al.,  1990).  El  primer 
paso en su oxidación  lleva a  la formación del radical catiónico (ABTS●+), el 
cual es oxidado posteriormente al dicatión  (ABTS2+), que es el responsable 
último  de  la  oxidación  de  lignina  utilizando  una  vía  de  transferencia 
electrónica  (vía  ET)  (Figura  1.6).  Posteriormente  se  ha  demostrado  la 
implicación  del  radical  monocatiónico  del  ABTS●+  en  la  degradación  de 
varios colorantes orgánicos (Solis‐Oba et al., 2005). 
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Figura 1.6. Oxidación de un compuesto modelo de lignina no fenólico (alcohol p‐anisílico) 
por lacasa‐mediador mediante dos mecanismos diferentes: ET (transferencia electrónica) y 
HAT (transferencia de un átomo de hidrógeno). 

Un gran número de estudios posteriores se ha centrado en  la búsqueda 
de nuevos mediadores sintéticos y en la elucidación de sus mecanismos de 
actuación. Hasta la fecha los más eficaces han resultado ser compuestos que 
portan  un  grupo  N‐OH  como  el  1‐hidroxibenzotriazol  (HBT),  la  N‐
hidroxiftalimida  (HPI),  el  ácido  violúrico  (VA)  o  la N‐hidroxiacetanilida 
(NHA) (Figura 1.7). La oxidación de estos mediadores por la lacasa genera 
un  radical  nitroxilo  (N‐O•),  que  es  la  especie  activa  del mediador,  y  que 
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actúa  sustrayendo un átomo de hidrógeno del  sustrato  (vía HAT)  (Figura 
1.6) (Kawai et al., 1989; Bourbonnais et al., 1997a; Xu et al., 2000; Fabbrini et 
al., 2002). En el caso del mediador TEMPO, aunque  también es de  tipo N‐
OH,  su  mecanismo  de  actuación  es  de  tipo  iónico,  no  radicalario.  Se 
presenta  en  disolución  en  forma  de  radical  nitroxilo  estable,  siendo 
posteriormente oxidado por la lacasa para producir un ión oxoamonio que 
oxida el sustrato por una ruta de transferencia de electrones, extrayendo en 
primer  lugar, un electrón y  liberándose posteriormente el protón  (Fabbrini 
et al., 2002).  
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Figura 1.7. Estructura de algunos mediadores artificiales de lacasa de tipo N‐OH. 

Otros  tipos  de  compuestos  orgánicos  también  se  han  empleado  como 
mediadores  de  lacasa  en  la  oxidación  de  compuestos modelo  de  lignina, 
pasta  kraft  o  colorantes  textiles.  Entre  ellos  se  encuentran  compuestos 
nitrosos y fenotiazinas como por ejemplo la promazina, el ácido propiónico‐
fenotiazina o el ácido 2‐nitro‐1‐naftol‐4‐sulfónico (Bourbonnais et al., 1997a; 
Camarero et al., 2005). 

Por  otro  lado,  iones  metálicos  como  el  Mn2+  pueden  actuar  como 
mediadores de  lacasa al  ser oxidados por  la enzima a Mn3+  (Muñoz  et  al., 
1997; Nikitina  et  al.,  2005).  Recientemente,  complejos metálicos  llamados 
polioxometalatos  han  sido  descritos  como  mediadores  de  lacasa  en  la 
degradación de la lignina (Gamelas et al., 2005; Gamelas et al., 2007). 

Se  ha  demostrado  que  la  combinación  de  dos  o más mediadores  (por 
ejemplo, ABTS y HBT) puede producir un efecto sinérgico en  la actividad 
oxidativa de compuestos aromáticos recalcitrantes (Pickard et al., 1999; Jeon 
et al., 2008).  

 



Introducción 

18 

1.3. MEDIADORES DE LACASA DE ORIGEN NATURAL 

A  pesar  de  todas  las  ventajas  asociadas  al  sistema  lacasa‐mediador, 
existen  aspectos  que  limitan  su  aplicación.  Entre  ellos  se  encuentran  el 
elevado  coste económico de  los mediadores de origen  sintético,  la posible 
generación de derivados tóxicos (y la carencia de estudios suficientes sobre 
los  efectos  de  éstos),  la  inactivación  de  la  enzima  por  los  radicales  de 
algunos mediadores  o  la  degradación  del mediador  a  especies  inactivas 
(como por ejemplo benzotriazol a partir del HBT). 

Por todo ello, los estudios más recientes se han focalizado en la búsqueda 
de  mediadores  alternativos  de  bajo  coste  y  respetuosos  con  el 
medioambiente. El empleo de mediadores de origen natural presentaría, en 
principio, ventajas medioambientales y económicas.  

  El ácido 3‐hidroxiantranílico, un metabolito  secundario  sintetizado por 
P.  cinnabarinus,  fue  el primer  compuesto de  origen natural descrito  como 
mediador en la oxidación de sustratos no fenólicos y lignina sintética por la 
lacasa de P. cinnabarinus (Eggert et al., 1996a). Este trabajo supuso una de las 
primeras  evidencias  de  la  implicación  de  mediadores  redox  de  origen 
natural en  la biodegradación del polímero de  lignina. Estudios posteriores 
pusieron en entredicho el papel de este metabolito en la degradación de la 
lignina, demostrando que  el acoplamiento oxidativo de  sus  radicales,  tras 
ser oxidado por  la  lacasa, producía ácido  cinnabarínico,  el  cual no poseía 
actividad  frente  a  sustratos  no  fenólicos  al  no  poseer  ningún  grupo 
susceptible de ser oxidado a radical fenoxilo (Li et al., 2001). Este metabolito 
se  incluyó  en  estudios  posteriores  de  degradación  de  compuestos 
aromáticos por lacasa no resultando activo como mediador (Johannes et al., 
2000). 

Johannes  y  colaboradores  lograron  la  oxidación  enzimática  de  varios 
hidrocarburos  aromáticos  policíclicos  (PAHs)  mediada  por  sustratos  de 
lacasa y por compuestos producidos y secretados por el hongo T. versicolor. 
Los mejores mediadores naturales fueron ácido 4‐hidroxibenzoico, anilina, 
fenol y alcohol 4‐hidroxibencílico. En el mismo trabajo se describió el efecto 
positivo del grupo  ‐SH de  los aminoácidos y ciertos compuestos naturales 
como  el  glutatión  reducido  para  actuar  como  mediadores  de  lacasa 
(Johannes  et  al.,  2000).  El  ácido  4‐hidroxibenzoico  también  actúo  como 
mediador  eficaz  en  la  degradación  y  reducción  de  la  toxicidad  de  un 
fungicida  (Maruyama  et  al.,  2007).  En  general,  las  concentraciones  de 
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mediador empleadas en estos estudios fueron muy elevadas, con relaciones 
mediador/PAH de  incluso 200. Estas concentraciones  implican condiciones 
diferentes a las que se dan en la naturaleza, pudiéndose producir otras rutas 
de oxidación que darían lugar a metabolitos desconocidos (Cantarella et al., 
2003; Branchi et al., 2005).  

El  rojo  fenol,  también  de  naturaleza  fenólica,  fue  utilizado  como 
mediador  en  la  oxidación  del  alcohol  p‐anisílico,  a  pesar  de  su  lenta 
oxidación  por  la  lacasa.  Los  niveles  de  degradación  obtenidos  fueron 
elevados y superiores a los alcanzados con ácido 3‐hidroxiantranílico o con 
HBT  (dʹAcunzo  et  al., 2003; Cantarella  et  al., 2003). Pese a no  ser un buen 
sustrato de la enzima, el hecho de formar radicales fenoxilo de “larga vida” 
y  la  formación de  especies  secundarias que pueden  actuar  también  como 
mediadores  (debido a  la existencia de grupos  fenoxilo adicionales)  fueron 
factores  que  determinaron  la  viabilidad  y  eficacia  del  rojo  fenol  como 
mediador de la lacasa. 

Recientemente  se  ha  descrito  la  capacidad  de  ciertos  compuestos 
fenólicos  de  origen  natural,  liberados  durante  la  biodegradación  de  la 
lignina,  para  actuar  como mediadores  redox  de  lacasa  (Camarero  et  al., 
2005). Estos compuestos  fenólicos  relacionados con  la  lignina  tales como 
acetosiringona,  siringaldehído  o  vainillina  promueven  eficazmente  la 
actividad  enzimática  en  la  decoloración  de  tintes  industriales,  el 
blanqueamiento  de  pastas  de  papel  y  o  la  degradación  de  lípidos 
responsables de  los depósitos de pitch en pastas de papel  (Camarero et al., 
2005; Camarero et al., 2007; Gutiérrez et al., 2007). 

El mecanismo  catalítico de oxidación de un  fenol por  la  lacasa  es muy 
similar a  la oxidación de  los mediadores artificiales de  tipo N‐OH. Ambos 
dependen de la diferencia de E0 entre el cobre T1 de la lacasa y el mediador, 
diferencia en  la que  influye significativamente el pH del medio. Los E0 de 
los  compuestos  N‐OH,  igual  que  ocurre  con  los  fenoles,  se  reducen  a 
medida  que  se  incrementa  el pH del medio,  incrementando por  tanto  su 
oxidación por la lacasa (Xu, 1997; Xu et al., 2000). Por su parte, los radicales 
de algunos mediadores artificiales de tipo N‐OH  causan la inactivación de 
la  lacasa  (Amann,  1997;  Freudenreich  et  al.,  1998).  Sin  embargo,  ciertos 
compuestos  fenólicos,  sustratos de  la enzima,  son  capaces de aumentar  la 
estabilidad de  la misma, debido  a  la unión del  fenol  al  sitio  activo de  la 
enzima o a otro lugar de la cadena proteica (Mai et al., 2000). 
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1.4. APLICACIONES BIOTECNOLÓGICAS DE LACASAS Y 
SISTEMAS LACASA‐MEDIADOR 

La descripción del sistema lacasa‐mediador, que elimina la limitación de 
las  lacasas  de  oxidar  solamente  compuestos  fenólicos  de  bajo  potencial 
redox, junto con la amplia especificidad de sustrato de las lacasas y el hecho 
de  que  el  aceptor  final  de  electrones  sea  el  oxígeno,  confieren  a  estas 
enzimas  unas  características  idóneas  para  su  utilización  en  diferentes 
aplicaciones  biotecnológicas.  La  eficacia  y  versatilidad  de  los  sistemas 
lacasa‐mediador ha sido de hecho profusamente demostrada en numerosos 
estudios  de  degradación  de  compuestos  recalcitrantes,  si  bien  no  se  ha 
llegado  a  su  aplicación  industrial  salvo  en  casos puntuales. El  empleo de 
nuevos  mediadores  de  origen  natural,  que  superen  las  limitaciones 
económicas  y medioambientales  de  los mediadores  artificiales  de  origen 
sintético, puede suponer un importante avance hacia la implementación de 
las lacasas en diversas aplicaciones a escala industrial. 

 

1.4.1. APLICACIONES INDUSTRIALES 

1.4.1.1. Industria papelera 

La  fabricación  industrial de papel  requiere  la  separación y degradación 
de  la  lignina,  de  la  celulosa  que  integra  las  pastas.  Tradicionalmente  en 
dicho proceso,  la etapa de blanqueo de  la pasta de papel es  la que genera 
mayor impacto ambiental, debido al empleo de reactivos químicos clorados 
que generan organoclorados muy tóxicos. Las mayores restricciones legales 
han  promovido  el  desarrollo  de  secuencias  de  blanqueo  libres  de  cloro 
elemental  (ECF),  y  totalmente  libres  de  cloro  (TCF)  basadas  en  la 
deslignificación  con  oxígeno,  ozono  y  peróxido  de    hidrógeno.  En  este 
contexto,  la  integración de etapas enzimáticas con  lacasa‐mediador, puede 
aportar una estrategia limpia y efectiva para la deslignificación y blanqueo 
de pastas de papel (Bourbonnais et al., 1992; Bajpai et al., 2006). 

El sistema lacasa‐HBT ha resultado especialmente eficaz en el blanqueo y 
deslignificación  de  pastas  de  fibras  leñosas  y  no  leñosas,  aumentando  el 
rendimiento  de  las  secuencias  de  blanqueo  industriales  TCF  no 
contaminantes,  consiguiendo  valores  de  blancura  y  lignina  residual muy 
difíciles  de  alcanzar  sólo  con  reactivos  químicos  (García  et  al.,  2003; 
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Camarero  et  al.,  2004;  Ibarra  et  al.,  2006a).  Del  mismo  modo  se  ha 
demostrado  la eficacia del  sistema  lacasa‐HBT para eliminar  los depósitos 
de  pitch  formados  principalmente  por  lípidos,  que  representan  un  gran 
problema  en  la  industria  papelera,  disminuyendo  la  calidad  del  papel  e 
incrementando los gastos de producción (Camarero et al., 2004; Gutiérrez et 
al., 2006). El empleo de mediadores de origen natural como acetosiringona y 
siringaldehído en  la deslignificación y blanqueo de pasta de papel y en  la 
eliminación  de  depósitos  de  pitch,  ha  reportado  datos  similares  a  los 
obtenidos con el mediador artificial HBT (Camarero et al., 2007; Gutiérrez et 
al., 2007).  

Por otro lado, la recuperación de fibras secundarias de periódicos u otros 
materiales requiere eliminar las tintas. Convencionalmente en el destintado 
de  las  fibras  recicladas  se  han  empleado  procesos mecánicos,  térmicos  y 
químicos,  pero  existen  trabajos  que  demuestran  la  capacidad  del  sistema 
lacasa‐mediador para la eliminación de colorantes en papel amarillo (Xu et 
al., 2006; Xiao et al., 2007). 

1.4.1.2. Fabricación de tableros y productos con nuevas propiedades 

La  capacidad  de  la  lacasas  de  oxidar  fenoles  de  la  lignina  y  formar 
radicales  reactivos  puede  ser  empleada  para  introducir  modificaciones 
puntuales en fibras de lignocelulosa. Así, pueden emplearse en la adhesión 
enzimática de  fibras de madera para  la  fabricación de  tableros con mayor 
resistencia mecánica  y  sin  necesidad  de  usar  adhesivos  sintéticos  tóxicos 
derivados del formaldehído (Hüttermann et al., 1989; Felby et al., 1997). Otra 
posibilidad  es  la  funcionalización  de  fibras  de  celulosa  por  lacasa  para 
modificar las propiedades químicas (mayor o menor hidrofobicidad), físicas 
(resistencia mecánica),  ópticas  o  incluso  antibacterianas  de  los  productos 
finales. En este  sentido, varios estudios han demostrado  la posibilidad de 
“introducir” o “injertar” nuevos grupos  funcionales  en  las  fibras de pasta 
kraft mediante  su  funcionalización  con  derivados  fenólicos  (Felby  et  al., 
1997; Lund et al., 2001; Chandra et al., 2002). También se pueden sintetizar 
polímeros naturales o mixtos, a través de la polimerización de fenoles por el 
sistema lacasa‐mediador (Yamaguchi et al., 1992).  

1.4.1.3. Industria alimentaria 

Las lacasas participan en la estabilización y en el incremento de la calidad 
de  diferentes  bebidas,  mediante  la  eliminación  de  fenoles  indeseables, 
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responsables de la turbidez y oscurecimiento de zumos de frutas, cerveza y 
vino,  y  en  general  aumentando  las  propiedades  organolépticas  de  estos 
productos (Felby et al., 1997; Minussi et al., 2002). 

1.4.1.4. Industria cosmética 

Los  productos  utilizados  habitualmente  para  el  aclarado  o  tinte  del 
cabello contienen reactivos químicos fuertes que pueden dañar el pelo. Una 
alternativa menos dañina podría  ser el empleo de  lacasas en presencia de 
estilbenos  (Onuki et al., 2000). Por otro  lado, pigmentos empleados en esta 
industria,  como  melaninas,  se  pueden  producir  a  través  de  reacciones 
oxidativas catalizadas por lacasa (Nagai et al., 2003; Tetsch et al., 2005). 

1.4.1.5. Industria textil 

Una de  las aplicaciones de estas enzimas con mayor proyección a escala 
industrial  es  su  empleo  en  el blanqueo de  fibras de  algodón y  colorantes 
textiles,  como  el  índigo  en  prendas  vaqueras  (Riva,  2006),  existiendo 
preparaciones  comerciales  de  lacasa  y  mediador  como  DeniLite® 
(Novozymes, Dinamarca). 

1.4.1.6. Nanobiotecnología 

El fenómeno de la transferencia directa de electrones desde un electrodo a 
la molécula de lacasa (bioelectrocatálisis) se ha empleado para la creación de 
cátodos  en  biopilas  de  combustible  y  biosensores.  La  modificación  del 
cátodo  con  lacasa  incrementa  la  velocidad  de  transferencia  electrónica  y 
supone  una  alternativa  limpia  al  uso  de  platino  (metal  caro  y  escaso), 
generando una energía eléctrica sin combustión (Barton et al., 2001).  

Se  han  desarrollado  biosensores  basados  en  lacasas  para  el  análisis  de 
diferentes  compuestos  fenólicos  (Freire  et  al.,  2001),  oxígeno,  azidas, 
narcóticos  (Bauer  et  al.,  1999),  pesticidas  (Zherdev  et  al.,  1999)  o  para 
electroinmunoensayos (Kuznetsov et al., 2001). 

1.4.1.7. Síntesis orgánica 

Las lacasas también se emplean en síntesis orgánica, por ejemplo para la 
oxidación de grupos hidroxilo de derivados de azúcares,  la producción de 
polímeros  complejos  (p.ej  policatecol  para  resinas  de  cromatografía)  o  la 
síntesis  de  agentes  farmacológicos  (antitumorales,  nuevos  derivados  de 
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antibióticos o antioxidantes) (Abadulla et al., 2000; Mai et al., 2002; Marzorati 
et al., 2005; Uyama et al., 2006; Baratto et al., 2006; Kunamneni et al., 2008).  

Las lacasas se han empleado en la producción de colorantes (Baker et al., 
1996). Recientemente se han sintetizado colorantes fenólicos empleando una 
lacasa industrial (Suberasa® de Novozymes). 

 

1.4.2. PROCESOS DE DESCONTAMINACIÓN Y DETOXIFICACIÓN 

La amplia especificidad de sustrato de  las  lacasas y el elevado potencial 
oxidativo  del  sistema  lacasa‐mediador  ha  dirigido  su  estudio  hacia  la 
degradación  de  compuestos  aromáticos  problemáticos  para  el 
medioambiente,  entre  los  que  se  encuentran  colorantes  textiles,  bifenilos 
policlorados (PCBs), clorofenoles, fitosanitarios o hidrocarburos aromáticos 
policíclicos (PAHs) (Johannes et al., 1998; Nyanhongo et al., 2002; Kang et al., 
2002; Rodríguez et al., 2004; Keum et al., 2004). 

Los  PAHs  son  un  grupo  de  contaminantes  ubicuos  en  ambientes 
terrestres  y  acuáticos  y  altamente  tóxicos  (Bumpus,  1989).  Su  toxicidad 
aumenta a medida que se reduce su solubilidad en agua y está determinada 
por el número de anillos de su estructura química y  la angularidad de  los 
mismos.  El  benzo[a]pireno  es  un  PAH  clasificado  por  la  EPA  como 
contaminante prioritario debido  a  su persistencia,  carcinogenicidad y  alto 
factor de bioacumulación y biomagnificación a  través de  la  cadena  trófica 
(Kanaly  et  al.,  2000).  Las  fuentes  de  emisión  de  PAHs  incluyen  las 
combustiones  antropogénicas  de  combustibles  fósiles  y  los  incendios 
forestales, entre otras (Cerniglia, 1992). 

Bacterias,  algas  y  hongos  son  capaces de degradar  estos  compuestos  a 
través del ataque enzimático del anillo, en presencia de oxigeno molecular. 
Las  bacterias  y  algunas  algas,  utilizan  dioxigenasas  generando  cis‐
dihidrodioles  que  son  posteriormente  degradados  a  catecoles  por 
deshidrogenasas y finalmente metabolizados. La oxidación de PAH por las 
citocromo P‐450 monooxigenasas de  hongos,  bacterias  y  algas da  lugar  a 
epóxidos cuya activación en vertebrados genera trans‐dihidrodioles que son 
carcinógenos  debido  a  su  capacidad  de  unirse  al  ADN,  induciendo 
sustituciones,  inserciones  y  delecciones  de  bases  u  otros  tipos  de 
alteraciones  genéticas,  como  se  ha  demostrado  con  el  benzo[a]pireno 
(Shugart  et  al.,  1988;  Hanrahan  et  al.,  1997;  Castaño  et  al.,  2004).  En  los 
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hongos  ligninolíticos  la  presencia  de  lacasas  y  peroxidasas  permite  la 
oxidación de PAH a quinonas, de menor  toxicidad que el PAH de partida 
(Torres et al., 2003; Cañas et al., 2006) como paso  intermedio a  la posterior 
mineralización total (Figura 1.8) (Haemmerli et al., 1986; Cerniglia, 1992).  

 
Figura 1.8. Diferentes rutas de biodegradación de PAHs (Cerniglia, 1992). 

Las lacasas por sí solas pueden oxidar determinados PAHs de bajo peso 
molecular y en presencia de mediadores pueden aumentar su porcentaje de 
degradación  e  incluso  degradar  otros  PAHs  más  recalcitrantes  como  el 
benzo[a]pireno (Collins et al., 1996; Johannes et al., 1996; Majcherczyk et al., 
1998; Majcherczyk et al., 2000; Alcalde et al., 2002).  

Otros  contaminantes  muy  tóxicos  y  problemáticos  debido  a  su 
abundancia  y  persistencia  son  los  fitosanitarios.  Estos  compuestos  no 
pueden  ser  degradados  de  forma  no  enzimática  debido  a  su  estructura 
orgánica sintética que porta, entre otros, átomos de cloro,  fósforo o azufre 
(Jauregui et al., 2003). Algunos de estos pesticidas han sido degradados por 
la lacasa en presencia de ABTS (Amitai et al., 1998) o el fungicida ciprodinil, 
en  presencia  de  compuestos  fenólicos  de  origen  natural,  siendo  el 
siringaldehído el más eficaz (Kang et al., 2002). 
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La  elevada  capacidad  de  las  lacasas  y  sistemas  lacasa‐mediador  para 
oxidar un amplio  rango de compuestos químicos  recalcitrantes de variada 
naturaleza  ha  dirigido  su  aplicación  al  tratamiento  de  efluentes 
industriales  donde  abundan mezclas  de  compuestos muy  diversos.  Los 
efluentes  de  la  industria  papelera  son  ricos  en  fenoles  provenientes  del 
pasteo y blanqueo de las pastas, principalmente derivados de la lignina, que 
aportan  el  característico  color  oscuro,  así  como  clorofenoles,  y  extraíbles 
lipofílicos. Estos compuestos deben ser eliminados antes de la reutilización 
de  las aguas en el proceso o de su vertido al medio, pudiendo emplear  las 
lacasas y los sistemas lacasa‐mediador para ello. 

Los  efluentes  de  destilerías,  fábricas  de  cerveza  y  fábricas  de  aceite 
también contienen muchos polifenoles que aportan color. El tratamiento de 
estos  efluentes  con  lacasa  resultaría  en  la  oxidación  de  estos  polifenoles 
tóxicos  con  la  consiguiente  polimerización  y  formación  de  productos 
insolubles, permitiendo la separación del precipitado. 

La  industria  textil  genera  grandes  cantidades  de  tintes  orgánicos 
sintéticos  en  sus  efluentes  que  suponen  una  importante  fuente  de 
contaminación ambiental ya que aportan grandes dosis de color. Debido a la 
gran variedad de estructuras químicas y a su complejidad, los tratamientos 
biológicos  y  físico‐químicos  convencionales  no  son  muy  eficaces. 
Atendiendo  a  su  estructura,  existen  tres  tipos  principales  de  tintes;  azo, 
ftalocianina y antraquinona  (Hao  et al., 2000). Estos compuestos contienen 
grupos nitro y sulfonico como sustituyentes, lo cual impide la decoloración 
en procesos aeróbicos convencionales. Además, el 50 % de estos  tintes son 
de tipo azo, pudiéndose transformar en compuestos carcinogénicos (aminas 
aromáticas) en condiciones anaerobias. Las lacasas y en extensión, el sistema 
lacasa‐mediador,  se  plantean  como  una  solución  de  descontaminación 
alternativa  para  este  tipo  de  efluentes  ya  que  son  capaces  de  decolorar 
colorantes  de  un  amplio  rango  de  estructuras  químicas  con muy  buenos 
resultados  (Abadulla  et  al.,  2000;  Blánquez  et  al.,  2004; Hou  et  al.,  2004), 
incluso  en  presencia  de  mediadores  naturales  (Campos  et  al.,  2001; 
Camarero et al., 2005). 
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1.5. DISEÑO DE ENZIMAS POR EVOLUCIÓN MOLECULAR 
DIRIGIDA 

Muchas  enzimas  comparten  ancestros  comunes  y  han  evolucionado 
adquiriendo  diferentes  propiedades  en  función  del  azar  y  la  selección 
natural para desarrollar funciones metabólicas muy específicas en contextos 
celulares determinados (Affholter et al., 1999). 

Las  enzimas,  en  su  papel  como  biocatalizadores,  presentan  ventajas 
sustanciales  con  respecto  a  los  catalizadores  químicos  tradicionales 
utilizados  a  nivel  industrial,  ya  que derivan de  fuentes  renovables  y  son 
biodegradables,  presentando  por  tanto  un  impacto medioambiental muy 
reducido,  y  ofreciendo  además,  gran  selectividad  y  pureza  de  productos 
(Cherry  et  al.,  2003).  Sin  embargo,  a  pesar  del  elevado  atractivo  de  las 
enzimas  para  las  aplicaciones  biotecnológicas,  todavía  presentan muchos 
inconvenientes. Entre ellos se encuentran la lenta catálisis frente a sustratos 
no‐naturales,  la  baja  estabilidad  o  poca  tolerancia  a  cambios  en  los 
parámetros  operativos,  la  poca  actividad  en  medios  no  acuosos  y,  en 
algunos casos, el requerimiento de cofactores caros (Farinas et al., 2001). El 
reciente progreso en las técnicas de manipulación genética, tecnologías high‐
throughput,  genómica  y  proteómica  ha  permitido  el  desarrollo  de  nuevos 
biocatalizadores  que  superan  las  limitaciones  expuestas  anteriormente, 
permitiendo  su  implementación  exitosa  en  procesos  industriales  y 
biotecnológicos.  

  La herramienta utilizada  tradicionalmente para mejorar  las propiedades 
de  una  enzima  ha  sido  el  diseño  racional,  incluyendo  la  llamada 
mutagénesis dirigida, donde se realizan cambios precisos en la secuencia de 
aminoácidos basados en el detallado conocimiento de la estructura, función 
y  mecanismo  proteicos.  A  pesar  del  desarrollo  de  las  técnicas  de 
cristalografía  de  rayos  X  o  espectroscopia  de  RMN  de  proteínas,  y  del 
aumento del número de secuencias almacenadas en bases de datos públicas, 
todavía  se  escapa  al  conocimiento  científico  cómo  la  estructura 
tridimensional  de  una  proteína  puede  determinar  la  reacción  que  va  a 
catalizar.  La  estructura  y  secuencia  de  la  enzima  también  determinan  su 
sensibilidad a la temperatura, la interacción con otras moléculas que pueden 
activarla  o  inactivarla,  su  estabilidad  en  diferentes  disolventes  y  otras 
muchas propiedades. Por otro lado, las enzimas son entidades dinámicas en 
constante  movimiento  conformacional,  existiendo  diversas  fuerzas  que 
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estabilizan  la  estructura  tridimensional,  y  también  otras  muchas  que  la 
desestabilizan,  por  lo  tanto,  la  estructura  cristalográfica  de  una  proteína 
representa  un  momento  determinado  dentro  de  la  complicada  cinética 
enzimática. A  pesar  de  décadas  de  intensa  investigación  sobre  relaciones 
estructura‐función  de  proteínas,  todavía  nos  encontramos  muy  lejos  de 
poder  diseñar  cualquier  enzima  de  forma  racional  (Arnold  et  al.,  1999), 
necesitando, por tanto estrategias alternativas. 

  Un  siglo  y  medio  después  de  que  Darwin  expusiese  su  teoría  de  la 
evolución, sus ideas no sólo siguen vigentes, sino que han servido además, 
de  inspiración  y  modelo  para  uno  de  los  principales  desarrollos 
biotecnológicos  desde  el  descubrimiento  de  la  ingeniería  genética,  la 
aparición de la evolución molecular dirigida. Surgió a principios de los años 
90 como una herramienta novedosa y efectiva para la mejora de enzimas en 
el laboratorio en ausencia de suficiente información estructural o funcional. 
La  teoría  de  la  evolución  a  través  de  la  selección  natural  propugna  la 
adaptación  de  los  seres  vivos  al  entorno  mediante  cambios  aleatorios 
minúsculos y heredables de generación en generación (Darwin, 1859). En el 
laboratorio,  se  puede  simular  un  particular  escenario  evolutivo mediante 
presiones  selectivas  específicas,  recreando  los  procesos  claves  de  la 
evolución,  ‐  mutación,  recombinación  y  selección  ‐,  y  condensando  en 
meses,  los  millones  de  años  en  que  se  mueve  la  escala  temporal  de  la 
evolución. 

  En  la  evolución  in  vitro,  se  utilizan  técnicas  de mutagénesis  aleatoria 
inducida  y/o  recombinaciones  en  el material  genético,  de manera  que,  a 
partir  de  un  gen  que  codifica  para  una  proteína,  se  crea  una  diversidad 
genética que se expresa en un hospedador. Esta diversidad, representada en 
una librería de variantes, se explora con tecnologías high‐throughput bajo las 
condiciones adecuadas para identificar las mejoras de la función deseada o 
propiedad  (Williams  et  al.,  2004). De  esta manera,  sometiendo  los  genes 
seleccionados a ciclos sucesivos de mutación/recombinación y screening, las 
diferentes  mutaciones  puntuales  beneficiosas  se  irán  acumulando  y 
combinando  hasta  adquirir  la  propiedad  deseada,  que  se  ve  mejorada, 
generación tras generación (Figura 1.9) (Arnold et al., 1999). 

   El principio de  la evolución dirigida a nivel molecular  fue demostrado 
por primera vez con ácidos nucleicos (Mills et al., 1967), y posteriormente se 
aplicó  para  la  ingeniería  de  proteínas  (Arnold,  1988).  Las  técnicas  de 
recombinación  o  barajado  de ADN  (DNA  shuffling)  (Stemmer,  1994),  que 
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acelera el proceso evolutivo permitiendo acumular mutaciones beneficiosas 
y eliminar las deletéreas, promueven el rápido crecimiento de la evolución 
molecular dirigida. Este conjunto de  técnicas no sólo permite crear nuevas 
proteínas funcionales sino también ensayar características fundamentales de 
la estructura‐función de una proteína. 
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Figura 1.9. Esquema general de un experimento de Evolución Molecular Dirigida  

  Muchas de las mutaciones introducidas por evolución molecular dirigida 
se  encuentran  en  la  superficie  de  la  proteína,  lejos  del  centro  activo,  de 
manera  que  sus  pequeñas  contribuciones  a  la  actividad  total  son  muy 
difíciles de predecir y explicar. La inherente complejidad de las proteínas y 
la  importancia  de  evolucionar  el  gen  entero,  en  lugar  de  unos  cuantos 
residuos  limitados,  subrayan  la  utilidad  del  diseño  no  racional mediante 
evolución  dirigida  (Arnold,  1998).  En  los  casos  en  los  que  se  conoce  la 
estructura proteica,  la  evolución dirigida ha permitido  la  combinación de 
mutaciones que no habrían sido deducidas de comparaciones filogenéticas o 
de  análisis  estructurales  (Martin  et  al.,  2001).  Sin  embargo,  las  estrategias 
que dirigen la mutagénesis a regiones particulares de una proteína pueden 
complementar la mutagénesis aleatoria de todo el gen y preparar el camino 
para  conseguir  objetivos  de  ingeniería  de  enzimas  más  ambiciosos.  La 
combinación del diseño racional y no racional representa probablemente el 
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acercamiento más poderoso para  el desarrollo de nuevos biocatalizadores 
en el futuro (Zhao et al., 2002).  

Mediante  técnicas de evolución molecular dirigida  se pueden modificar 
muchas de las propiedades que aportan las características intrínsecas de una 
proteína.  Es  posible  invertir  la  enantioselectividad  (May  et  al.,  2000), 
cambiar  la  especificidad  de  sustrato  (Iffland  et  al.,  2000)  o  modificar  la 
regioespecificidad  (Chen  et  al.,  2008).  Eligiendo  métodos  de  screening 
adecuados,  pueden  incrementarse  otras  propiedades,  incluso  de  forma 
simultánea,  como  la  actividad  de  una  enzima  o  su  estabilidad  frente  a 
disolventes orgánicos (Zumarraga et al., 2007), temperatura (Mordukhova et 
al., 2008) o pH alcalino (Lin et al., 2009), entre otras. Además, mediante esta 
técnica  también  se  pueden  crear  actividades  o  especificidades  nuevas 
(Raillard  et al., 2001), o aumentar  la expresión génica de una determinada 
proteína  en  un  hospedador  (Bulter  et  al.,  2003b).  En  los  últimos  años,  la 
evolución  in vitro se ha extendido desde  las proteínas a  rutas metabólicas, 
virus y genomas enteros (Zhao et al., 2002). 

Durante  los  últimos  años  se  han  desarrollado  herramientas 
computacionales  que  simulan  los  procesos  de  generación  de  diversidad 
génica y navegan  en  las  relaciones  secuencia‐función y  estructura‐función 
de las proteínas. Estos métodos podrían asistir a los científicos en el diseño 
de  librerías  de  mutantes  de  alta  calidad,  focalizando  la  generación  de 
diversidad  en  la  dirección más  adecuada  y  permitiendo  la  selección  de 
proteínas  prometedoras  como  punto  de  partida  para  evolución  dirigida. 
Estas  herramientas  permitirían  también  identificar  sitios  en  la  proteína 
susceptibles  de  ser  mutados,  posibilitando  la  sustitución  por  todos  los 
aminoácidos posibles mediante mutagénesis saturada y la identificación de 
múltiples mutaciones con efectos sinérgicos (Farinas et al., 2001). 

 

1.5.1. Saccharomyces  cerevisiae  COMO  HUÉSPED  HETERÓLOGO  EN 
ENSAYOS DE EVOLUCIÓN DIRIGIDA 

El primer paso en un experimento de evolución dirigida es conseguir  la 
expresión  funcional  del  gen  de  interés  en  un  huésped  adecuado. 
Considerando  la  eficiencia  de  transformación,  la  estabilidad  de  los 
plásmidos,  el  detallado  conocimiento  de  su  genoma  y  su  rápido 
crecimiento,  Escherichia  coli  y  S.  cerevisiae  han  sido  los  huéspedes  más 
utilizados  para  estos  experimentos  (Bulter  et  al.,  2003a).  La  expresión 
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heteróloga  de  proteínas  comenzó  a  realizarse  en  E.  coli.  Sin  embargo,  el 
diferente uso de  codones y  la  existencia de mecanismos de  transcripción, 
traducción y post‐traducción que difieren de  los eucariotas, generan bajos 
niveles  de  expresión  de  proteínas  heterólogas  que  carecen  de  actividad 
biológica  o  son  insolubles  como  consecuencia  de  un  plegamiento 
inadecuado.  Por  este motivo,  las  levaduras  están  cobrando  relevancia,  al 
poseer  un  sistema  de  secreción  similar  al  de  eucariotas  superiores 
(Kingsman et al., 1985; Romanos et al., 1992).  

El uso de  la  levadura S.  cerevisiae  como huésped heterólogo  es de gran 
interés  dado  que  es  de  fácil  manipulación,  posee  elevada  eficiencia  de 
transformación y es capaz de realizar las modificaciones post‐traduccionales 
(procesamiento  proteolítico  y  glicosilación)  necesarias  para  secretar  las 
proteínas de  interés  al medio  extracelular,  evitando pasos  intermedios de 
lisis celular. Al mismo tiempo, secreta al medio pocas proteínas nativas, de 
manera que  se minimizan  las  interferencias  con  la  enzima de  interés y  se 
facilitan los procesos de purificación (Brake et al., 1984). Además, haciendo 
uso de un vector episómico adecuado, no integra el plásmido dentro de su 
genoma,  facilitando  así  su  posterior  manipulación  genética.  Su  fácil 
manipulación unida a su elevada frecuencia de recombinación homóloga de 
ADN,  convierten a S.  cerevisiae en el modelo de organismo eucariota para 
estudios  de  recombinación  homóloga  de  diferentes  genes,  (Bulter  et  al., 
2003a). Por otro lado, la ligación de genes mutantes en vectores de expresión 
es un paso crítico que habitualmente se realiza  in vitro. La  levadura posee 
un mecanismo reparador de huecos (in vivo gap repair) que permite sustituir 
la  ligación  in  vitro,  obteniendo  in  vivo  vectores  circulares  de  replicación 
autónoma sin las mutaciones adicionales que son habituales en los métodos 
tradicionales, acortando por tanto, el protocolo (Bulter et al., 2003a).  

La secreción de proteínas heterólogas en levaduras se ha incrementado en 
diversos estudios utilizando  las secuencias señales de proteínas secretadas 
por  la propia  levadura  (fosfatasa  ácida,  invertasa). La  secuencia  señal del 
factor α de S. cerevisiae ha sido la más utilizada para dirigir la secreción de 
proteínas heterólogas en  levaduras. El  factor α es una  feromona  implicada 
en  la unión de células haploides. Su  secuencia  señal completa, es decir, el 
pre‐propéptido,  es  escindida  durante  la  maduración  y  secreción  de  la 
proteína  al  medio  extracelular,  no  formando  parte,  por  lo  tanto,  de  la 
proteína madura. Comprende 83 aminoácidos, de los cuales 19 constituyen 
el  prepéptido  y  64  el  propéptido.  El  prepéptido  es  el  responsable  de  la 



Introducción 

31 

inserción  de  la  cadena  polipéptidica  en  maduración  en  el  retículo 
endoplasmático,  tras  lo  cual  es  escindido  por  la  acción  de  una  endo‐
peptidasa  entre  los  aminoácidos  19  y  20.  El  propéptido  interviene  en  el 
plegamiento de la cadena polipéptidica durante su transición y estancia del 
retículo  endoplasmático  al  aparato de Golgi, donde  es  escindido  antes de 
que  la  enzima madura  sea  secretada  al  exterior mediante  la  actuación de 
tres proteasas específicas (KEX1, KEX2 y STE13) (Brake et al., 1984).  

 

1.5.2. CREACIÓN DE VARIABILIDAD GÉNICA 

En  los  experimentos de  evolución dirigida  los  procesos de mutación  y 
recombinación  sexual  surgidos  espontáneamente  en  la  naturaleza  son 
reemplazados por pasos  controlados de mutagénesis  aleatoria  inducida  y 
recombinación de ADN de los genes en estudio. 

El  tamaño  de  la  genoteca  generada  (determinado  por  el  ensayo  de 
screening) y  su calidad van a determinar el éxito en el diseño o mejora de 
una  proteína  mediante  evolución  molecular.  Para  obtener  una  librería 
adecuada  hay  que  tener  en  cuenta  fundamentalmente  dos  aspectos;  la 
frecuencia  de  mutación  y  el  tipo  de  mutaciones/recombinaciones 
introducidas. El hecho de que las mutaciones beneficiosas sean muy escasas, 
ya  que  la  mayoría  son  deletéreas  o  neutrales,  hace  que  el  rango  de 
mutaciones  introducidas deba  ajustarse  cuidadosamente.  Se  considera  un 
buen nivel mutacional,  la sustitución de entre uno y  tres aminoácidos por 
gen en cada ciclo evolutivo (Williams et al., 2004). De esta manera, una única 
mutación que suponga una mejora de la proteína, se acumulará a través de 
ciclos  iterativos  de  mutagénesis  y  selección  en  una  estrategia  evolutiva 
beneficiosa. 

1.5.2.1. Mutagénesis aleatoria 

La  introducción  de  mutaciones  durante  el  proceso  de  replicación  del 
ADN  se puede  realizar por diversos métodos  como  el  empleo de agentes 
químicos o  físicos mutagénicos  (agentes desaminantes o  radiación UV),  la 
utilización  de  cepas  huéspedes  “mutadoras”  o  “proteínas mutadoras”,  el 
empleo de métodos  basados  en mutagénesis  saturada  (Wong  et  al.,  2006) 
Otra  manera  de  crear  diversidad  molecular  es  la  introducción  de 
mutaciones  mediante  la  delección  y  posterior  inserción  de  un  número 
arbitrario  de  bases  consecutivas  en  posiciones  al  azar  (Murakami  et  al., 
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2002). Sin embargo, el método  ideal para realizar mutagénesis aleatoria de 
un gen de  interés  además de  ser  simple,  reproducible y  económico, debe 
tener  un  espectro  mutacional  imparcial  y  una  frecuencia  de  mutación 
controlable  e  independiente  de  la  longitud  del  gen.  Los  métodos 
mutagénicos  más  ampliamente  utilizados  por  cumplir  los  requisitos 
anteriores  son  los  basados  en  reacciones  enzimáticas  de  PCR  (Polymerase 
Chain Reaction).  

La PCR propensa a error (error‐prone PCR o epPCR) es un método simple, 
robusto y  eficiente que permite  el  control  fácil y preciso de  los diferentes 
parámetros  de  la  reacción.  Para  la  generación  de mutaciones  se  utilizan 
polimerasas que carecen de actividad correctora o que inducen la aparición 
de mutaciones bajo determinadas condiciones de reacción (Zhao et al., 1999). 

La  frecuencia  de mutación  es  uno  de  los  factores  más  importantes  a 
considerar para obtener resultados exitosos en un experimento de evolución 
dirigida.  Para  el  estudio  de  la  estructura‐función  de  una  proteína,  una 
frecuencia de mutación que suponga  la sustitución de un solo aminoácido 
por  gen  parece  lo más  deseable.  Sin  embargo,  los  ensayos  de  evolución 
molecular  dirigida  para  mejorar  propiedades  enzimáticas,  utilizan 
frecuencias mayores, induciendo entre uno y cuatro cambios aminoacídicos 
por gen en cada ciclo de evolución (Williams et al., 2004; Wong et al., 2006). 
Para tener un número suficiente de clones mutados activos, las frecuencias 
de mutación  se ajustan empíricamente para obtener entre el 60 y 70 % de 
clones activos, o  lo que es  lo mismo, que el 30‐40 % de  los mutantes de  la 
genoteca presenten menos del 10 % de  la actividad del parental  (Cirino  et 
al., 2003). El número de sustituciones aminoacídicas durante la reacción de 
epPCR puede incrementarse aumentando la concentración de Mg2+ relativa 
a la concentración total de dNTP, añadiendo concentraciones superiores a 5 
mM de Mn2+ o usando dNTPs desbalanceados (Eckert et al., 1990). Por otro 
lado, bajas  concentraciones de ADN molde o mayor número de  ciclos de 
PCR  también  resultan  en mayores  duplicaciones  y  consecuentemente  en 
mayor tasa de mutación. 

Conseguir una genoteca con cambios aminoacídicos equilibrados es otro 
de los factores clave para el éxito de un experimento de evolución dirigida. 
Además de la predisposición mutacional de cada polimerasa, hay que tener 
en  cuenta  la  degeneración  del  código  genético.  El  código  genético  está 
estructurado de manera que una única sustitución de un nucleótido en un 
codón  causa  predominantemente  cambios  entre  aminoácidos  con 
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propiedades muy similares, y sólo 5,6 aminoácidos de los 19 posibles serían 
accesibles con esta sustitución nucleotídica única (Zhao et al., 1999; Wong et 
al.,  2003;  Williams  et  al.,  2004).  Todos  estos  factores  reducen 
significativamente la diversidad de los nucleótidos sustituidos y por lo tanto 
una amplia fracción del espacio proteico queda inexplorada. 

1.5.2.2. Métodos de recombinación 

La  diversidad  genética  inducida  por  mutagénesis  aleatoria  puede  ser 
ampliada mediante los métodos de recombinación de ADN, permitiendo la 
eliminación de mutaciones deletéreas o neutrales y la recombinación de las 
diferentes mutaciones  beneficiosas  que  se  acumularán  en  un  único  gen, 
expandiendo significativamente su diversidad de secuencia y acelerando el 
proceso  evolutivo  (Stemmer,  2002).  Es  importante  señalar  que  las 
mutaciones  naturales  típicamente  son  el  resultado  de  la  recombinación 
sexual  u  homóloga  que  genera  delecciones,  inserciones,  duplicaciones  u 
fusiones (Chen, 2001), permitiendo también reparar los genes dañados. 

En  1994  se  describió  el  primer  método  de  recombinación  de  ADN 
llamado in vitro DNA shuffling o barajado in vitro de ADN (Stemmer, 1994), 
basado  en  la  fragmentación  aleatoria  de  ADN  mediante  una  DNAsa, 
seguida de una reacción de PCR en ausencia de oligonucleótidos cebadores 
dando  lugar  a  secuencias  recombinadas  completas  con  nuevas 
combinaciones  que  se  someten  a  un  nuevo  ciclo  de  PCR  para  su 
amplificación (Figura 1.10). 

A  partir  de  este método  se  han  desarrollado  otras muchas  técnicas  de 
recombinación  in  vitro  de  ADN  como  StEP  (Staggered  Extensión  Process) 
(Zhao et al., 1998), RACHITT (Random Chimeragenesis on Transient Templates) 
(Coco et al., 2001) o DOGS (Degenerate Oligonucleotide Gene Shuffling) (Gibbs 
et  al.,  2001).  Los  métodos  de  DNA  shuffling  tradicionales  requieren  una 
homología de  secuencia de  al menos  el  60 %.  Sin  embargo,  también  han 
surgido  otros  métodos  que  superan  esta  limitación  como  ITCHY 
(Incremental Truncation for The Creation of Hybrid enzymes) (Ostermeier et al., 
1999),  SCRATCHY  (combina  ITCHY  y DNA  shuffling)  (Lutz  et  al.,  2001), 
SHIPREC  (Secuence Homology‐Independent  Protein  Recombination)  (Sieber  et 
al., 2001) e in vivo Exon Shuffling (Kolkman et al., 2001). 
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Figura 1.10. Métodos de recombinación in vitro e in vivo de ADN. 

Las  técnicas  de  recombinación  in  vitro  de  ADN  demandan  técnicas 
laboriosas  de  manipulación  genética,  que  incluyen  la  fragmentación,  la 
ligación  a  vectores  de  expresión  y  diversos  ciclos  de  amplificación  que 
pueden dar  lugar  a mutaciones  indeseadas  (Cherry  et  al.,  1999).  Frente  a 
esto,  el  barajado  in  vivo  de  ADN  en  la  levadura  S.  cerevisiae  es  una 
herramienta  fácil,  rápida  y  no  mutagénica  utilizada  para  crear  librerías 
altamente diversas en experimentos de evolución molecular dirigida (Figura 
1.10)  (Bulter  et  al.,  2003a),  donde  el  único  requisito  para  facilitar  la 
recombinación y la reparación del vector de expresión es la existencia de 15 
a 30 pares de bases solapantes entre  los diferentes fragmentos de PCR y el 
vector  de  expresión  (Manivasakam  et  al.,  1995).  La  baja  frecuencia  de 
recombinación homóloga de E.  coli hace  imposible el uso del  in vivo DNA 
shuffling en la bacteria.  

La gran versatilidad de la levadura ha dirigido a los científicos no sólo a 
clonar librerías de mutantes, sino también a desarrollar nuevas métodos  in 
vivo alternativos a los protocolos tradicionales de generación de diversidad 
in  vitro  (Cherry  et  al.,  1999). El método  in  vitro Sequence Overlap Extensión 
(SOE) (Ho et al., 1989) ha sido utilizado para la construcción de librerías y en 
él se recombinan fragmentos de ADN que contienen mutaciones diana con 
el vector de expresión. El método IVOE (In Vivo Overlap Extensión) (Alcalde 
et  al.,  2006)  consiste  en  crear  dos  o más  productos  de  PCR  a  partir  de 
nucleótidos  degenerados  en  las  posiciones  sometidas  a  estudio,  para 
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posteriormente facilitar su recombinación in vivo durante la transformación 
en  S.  cerevisiae,  junto  con  el  plásmido  linearizado.  Por  otro  lado, CLERY 
(Combinatorial  Libraries  Enhanced  by  Recombination  in  Yeast)  es  un método 
empleado con éxito que utiliza  la recombinación  in vitro e  in vivo de ADN 
(Abecassis et al., 2000).  

 

1.5.3. METODOLOGÍAS DE SCREENING 

 Uno de los elementos más determinantes y críticos para alcanzar el éxito 
en un ensayo de evolución dirigida es el desarrollo de un método eficiente 
que  permita  detectar  los mutantes  que  posean  las  propiedades  deseadas 
(Zhao et al., 1999).  

Una  técnica  que  permite  detectar  las  propiedades  de  interés  es  la 
selección biológica  funcional,  cuyo prerrequisito es  la generación de una 
función que  confiera  crecimiento o ventaja de  supervivencia al organismo 
huésped.  Esto  incluye  desde  el  simple  uso  del  sustrato  de  interés  como 
fuente  de  carbono  o  nitrógeno,  hasta métodos más  sofisticados  donde  la 
actividad está directamente unida a un  factor de supervivencia  (Arnold  et 
al.,  1999).  Estos métodos  de  selección  son muy  específicos  y  difíciles  de 
implementar productivamente. Normalmente se emplean para evolucionar 
enzimas  intracelulares  donde  la  unión  entre  la  actividad  enzimática  y  la 
supervivencia  celular  está muy  clara,  siempre  que  la  actividad  diana  no 
interfiera con el metabolismo celular. Sin embargo, muchas aplicaciones de 
evolución molecular dirigida como, por ejemplo, la mejora de la estabilidad 
frente  a  temperatura  o  solventes  orgánicos  serían  imposibles  de  abordar 
mediante  esta  metodología.  Por  lo  tanto  muchos  investigadores  se  han 
centrado  en  el  desarrollo  de  protocolos  de  exploración  y  selección, 
screening,  para  evolucionar  propiedades  no  relacionadas  con  la 
supervivencia  celular,  donde  cada  miembro  de  la  librería  es  analizado 
individualmente para la función buscada, contrariamente a lo que ocurre en 
la  selección  donde  solo  se mantienen  los  supervivientes  (Williams  et  al., 
2004). 

El screening debe asegurar que las pequeñas mejoras esperadas a partir de 
sustituciones de un único aminoácido puedan ser detectadas. Para ello,  las 
condiciones del ensayo se ajustan en un punto en el que la enzima nativa o 
parental  esté  cerca del  límite de detección más bajo  (Zhao  et  al.,  1999). El 
mayor inconveniente del screening es que el tamaño de la librería que puede 
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explorarse  es  limitado.  El  screening  se  realiza  habitualmente  en  placas 
multipocillo  donde  se  crecen  los  mutantes  de  la  genoteca,  se  induce  la 
expresión de la proteína de interés, para posteriormente detectarla mediante 
métodos colorimétricos de detección de absorbancia o mediante la emisión 
de  fluorescencia  (Salazar  et al., 2003). Si  la proteína no es extracelular será 
necesario un paso previo de lisis celular. Alternativamente se puede realizar 
un screening  inicial en placas Petri que contengan el sustrato de  la enzima, 
eliminando así los clones que no posean actividad (Zhao et al., 1999). 

El desarrollo de las técnicas sistemáticas o de high‐throughput (Figura 1.11) 
ha permitido el desarrollo de métodos de screening rápidos, sensibles y de 
coste  moderado,  además  de  incrementar  el  tamaño  de  las  librerías  a 
explorar  (miles  de  clones).  La  aparición  de  los  robots manipuladores  de 
líquidos ha posibilitado  la reducción de  la variabilidad y el aumento de  la 
reproducibilidad  de  los  métodos  de  screening,  además  de  facilitar 
enormemente la tarea del investigador.  

     
 
Figura  1.11.  Robot manipulador  de  líquidos  de  96  cabezales  y  lector  de microplacas 
empleados en los experimentos de high throughput screening realizados en esta tesis. 
 

Existe  una  gran  variedad  de  ensayos  disponibles  para  high‐throughput 
screening de librerías enzimáticas (Williams et al., 2004; Goddard et al., 2004), 
incluyendo arrays de sustratos para el  fingerprinting de enzimas  (Joo et al., 
1999). 
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1.5.4. EVOLUCIÓN MOLECULAR DIRIGIDA DE LACASAS DE ALTO 
POTENCIAL REDOX 

La  aplicación  de  lacasas  a  nivel  industrial  requiere  de  sistemas  de 
expresión  robustos  que  proporcionen  altos  niveles  de  enzima  activa  y 
permitan modular las propiedades catalíticas en función de las condiciones 
de  reacción. El  empleo de  sistemas de  expresión  heterólogos posibilita  la 
producción de lacasas de diferentes procedencias en un mismo hospedador, 
así como de nuevas variantes con propiedades mejoradas mediante técnicas 
de evolución molecular dirigida.  

Hasta  la  fecha  no  se  ha  conseguido  la  expresión  funcional  de  lacasas 
fúngicas  en  bacterias  (E.  coli).  Sí  se  ha  estudiado  en  profundidad  la 
expresión heteróloga de lacasas fúngicas en huéspedes eucariotas, y a pesar 
de  haberse  descrito  la  expresión  de  las  lacasas  de  los  hongos  Trametes 
hirsutus,  T.  versicolor,    Melanocarpus  albomyces,  P.  ostreatus,  Pycnoporus 
coccineus  y  P.  eryngii  en  S.  cerevisiae,  los  niveles  de  expresión  funcional 
detectados  han  sido  notablemente  bajos  (Kunamneni  et  al.,  2008).  Sin 
embargo,  las  técnicas  de  evolución  molecular  dirigida  permiten  la 
posibilidad de mejorar el nivel de expresión de las lacasas en S. cerevisiae, al 
mismo  tiempo que se mejoran sus propiedades catalíticas o su estabilidad 
bajo determinadas condiciones de operación. Utilizando este procedimiento 
se  consiguió  incrementar  hasta  18  mg/L  la  producción  de  lacasa  del 
ascomiceto M.  thermophila en S. cerevisiae  (Bulter et al., 2003b) y obtener un 
mutante  altamente  resistente  a  concentraciones  de  hasta  50 %  de  varios 
solventes orgánicos (Zumarraga et al., 2007). 

Hasta  la  fecha  únicamente  se  ha  publicado  la  mejora  por  evolución 
dirigida  de  lacasas  de  bajo  potencial  redox,  centrándose  en  la  lacasa  del 
ascomiceto M.  thermophila  (E0 = +475 mV). En estos  trabajos,  los niveles de 
expresión  funcional  en  S.  cerevisiae  se  lograron  beneficiándose  de  la 
similitud  existente  entre  el microorganismo  de  partida  y  el  hospedador, 
ambos ascomicetos. Las lacasas de bajo potencial redox no pueden catalizar 
eficientemente  la oxidación de moléculas con potenciales  redox superiores 
al suyo (mediadores incluidos) lo que limita considerablemente su rango de 
actuación.  

Desde el punto de vista de su aplicabilidad biotecnológica, las lacasas de 
alto  potencial  redox,  producidas  por  hongos  basidiomicetos,  poseen  un 
elevado interés. Por este motivo, se planteó en la presente tesis la expresión 
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funcional en S. cerevisiae y el desarrollo de ensayos de evolución molecular 
de  una  lacasa  de  alto  potencial  redox,  en  concreto  de  la  lacasa  del 
basidiomiceto ligninolítico P. cinnabarinus.  

Pycnoporus  cinnabarinus  produce  lacasa  en  elevadas  cantidades  como 
única oxidorreductasa ligninolítica, siendo, por tanto un organismo modelo 
para  la  producción  de  lacasa  que  ha  llevado  a  alcanzar  hasta  1,5  g/l  en 
biorreactor bajo condiciones de inducción, (Lomascolo et al., 2003). La lacasa 
de P. cinnabarinus posee un potencial redox de 0,79 V (Record et al., 2002), el 
máximo  descrito  para  las  lacasas  fúngicas,  y  posee  una  buena 
termoestabilidad  (Ibarra  et  al., 2006b). Además,  tiene un enorme potencial 
de aplicación biotecnológica demostrado en diversos estudios (Camarero et 
al., 2002; Georis et al., 2003; Sigoillot et al., 2004; Ibarra et al., 2006b; Camarero 
et al., 2007). Estas propiedades fundamentales, junto con el hecho de que se 
disponga de  su estructura  tridimensional,  convierten a esta enzima en un 
punto  de  partida  ideal  para  realizar  estudios  de  evolución  dirigida 
encaminados a modular  sus propiedades de acuerdo a  las necesidades de 
aplicación.  

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. Objetivos 



 

 



Objetivos 

41 

Esta tesis tiene como objetivo general el diseño de nuevos sistemas lacasa‐
mediador que ayuden a  resolver  los problemas que  impiden  la aplicación 
biotecnológica  de  estos  sistemas  enzimáticos  enormemente  versátiles. 
Algunos  de  estos  problemas  son  el  elevado  coste  de  los  mediadores 
sintéticos  o  su  posible  toxicidad,  así  como  la  necesidad  de  disponer  de 
niveles  suficientes  de  lacasas  recombinantes  activas  y  estables  en 
condiciones industriales. 

Este objetivo  se ha abordado desde dos vías de estudio  independientes 
pero complementarias:  

1. La búsqueda y empleo de compuestos mediadores de origen natural 
(obtenidos  de  la  lignocelulosa),  que  sean  eficaces,  seguros  para  el 
medio  ambiente  y  de  bajo  coste,  como  alternativa  al  empleo  de 
mediadores artificiales.  

2. La  obtención  de  lacasas  recombinantes  y  su  mejora  mediante  el 
diseño  por  evolución  molecular  dirigida  con  objeto  de  obtener 
enzimas a la carta con mayor actividad catalítica, y/o más estables en 
condiciones de aplicación industrial.  

 

 
 
 

 
 
 
 



 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3. Materiales y Métodos
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TABLAS DE COMPUESTOS Y REACTIVOS UTILIZADOS 

Sustratos de Lacasa  Nº C.A.S.  Casa 
Comercial

     
2,2´‐Azino‐bis‐(3‐etil‐benzotiazolin‐6‐sulfonato) (ABTS)  30931‐67‐0  Roche 
1‐Hidroxibenzotriazol (HBT)  123333‐53‐9  Sigma 
2,6‐Dimetoxifenol (DMP)  91‐10‐1  Fluka 
Ácido p‐cumárico   501‐98‐4  Sigma 
Ácido ferúlico   537‐98‐4  Aldrich 
Ácido sinápico  530‐59‐6  Aldrich 
Acetosiringona   2478‐38‐8  Sigma 
Siringaldehído  134‐96‐3  Aldrich 
Vainillina   121‐33‐5  Sigma 
Acetovainillona  
 

498‐02‐2  Aldrich 

Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos     

     
Antraceno  120‐12‐7  Sigma 
9,10‐Antraquinona  84‐65‐1  Sigma 
Benzo[a]pireno  50‐32‐8  Sigma 
Pireno  129‐00‐0  Sigma 
Fenantreno 
 

81‐01‐8  Sigma 

Colorantes     

     
Acid Blue 74 (Índigo carmín)  860‐22‐0  Sigma 
Aniline Blue  66687‐07‐8  Sigma 
Azure B  531‐55‐5  Sigma 
Reactive Blue 19 (Remazol Brilliant Blue R)  2580‐78‐1  Sigma 
Reactive Black 5  17095‐24‐8  Dye star 
Reactive Blue 38 
 

12236‐90‐7  Dye star 
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Reactivos  Nº C.A.S.  Casa 
Comercial 

     
Acetona  67‐64‐1  Merck 
Acetonitrilo  75‐05‐8  Lab‐Scan 
Ácido acético  64‐19‐7  Merck 
Ácido cítrico  77‐92‐9  Merck 
Ácido fórmico  64‐18‐6  Merck 
Ácido linoleico  60‐33‐3  Sigma 
Ácido tiobarbitúrico   504‐17‐6  Sigma 
Ácido tricloroacético  76‐03‐9  Sigma 
Acrilamida/Bis 30 %  79‐06‐1  Bio‐Rad 
Agarosa  9012‐36‐6  Bio‐Rad  
Agarosa de bajo punto de fusión  39346‐39‐1  Bio‐Rad 
Ampicilina  7177‐48‐2  Sigma 
Borohidruro de Sodio  16940‐66‐2  Sigma 
Bromuro de etidio  1239‐45‐8  Sigma 
BSA (Bovine Serum Albumin)  9048‐46‐8  Sigma 
Butanol  71‐63‐3  Merck 
Cloranfenicol  56‐75‐7  Sigma 
Coomasie Brillant Blue R250  6104‐59‐2  Fluka 
2,4‐Dimetoxibenceno  150‐78‐7  Sigma 
Etanol  64‐17‐5  Merck 
Acetato de etilo  141‐78‐6  Merck 
Hidroxitolueno butilado  128‐37‐0  Sigma 
High Range Molecular Weight Protein Standards    Bio‐Rad 
Mezcla de desoxirribonucleótidos (dNTPs)    Sigma 
Molecular Weight MarkerDNA    Roche  
Protein Assay Dye Reagent (Bradford)    Bio‐Rad 
Persulfato potásico  7727‐21‐1  Sigma 
Trolox  53188‐07‐1  Sigma 
Tween 20  9005‐64‐5  Sigma 
Tween 80  9005‐65‐6  Sigma 
Zeocina 
 

11006‐33‐0  Invivogen 
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Componentes de medios de cultivo  Referencia Casa Comercial 
     
Bacto Tristona  211705  Disco 
Bacto Peptona  211677  Disco 
Extracto de levadura  212750  Disco 
Extracto de malta  218610  Disco 
Bacto Agar  214010  Disco 
Yeast Nitrogen Base (YNB)  291940  Sigma 
Complemento de aminoácidos sin uracilo  Y‐1501  Sigma 
D‐(+)‐Glucosa  G‐5767  Sigma 
D‐(+)‐Galactosa  G‐0750  Sigma 
D‐(+)‐Rafinosa pentahidrato  R‐0250  Sigma 
EDTA  E‐5134  Sigma 
Glicerol  G‐5516  Sigma 
MOPS  M‐51621  Sigma 
Sulfato de cobre 
 

C‐7631  Sigma 

Kits de Biología Molecular     
     
Yeast transformation kit  YEAST1‐1KT  Sigma 
Zymoprep, Yeast Plasmid Miniprep  D2001  Zymo Research  
Zymoclean Gel DNA recovery Kit   D4001  Zymo Research 
Wizard Plus SV Minipreps Kit 
 

A1120  Promega 

Enzimas Comerciales     
     
Enzima de restricción BamHI  R0136  New England Biolab 
Enzima de restricción Xho I  R0146  New England Biolab 
Enzima de restricción EcoRI  R0101  New England Biolab 
Enzima de restricción NotI   R0189  New England Biolab 
Enzima de restricción BglII  R0144  New England Biolab 
Ligasa ADN T4  M0202  New England Biolab 
Taq polimerasa  D‐4545  Sigma 
Genemorph random mutagenesis kit (Mutazyme™)  600550  Stratagene 
PfuUltra High‐Fidelity ADN polimerasa  600380  Stratagene 
PNGasa F 
 

P‐7367  Sigma 
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3.1. MEDIADORES  REDOX  DE  LACASA  DE  ORIGEN 
NATURAL 

3.1.1. PRODUCCIÓN  Y  PURIFICACIÓN  DE  LA  LACASA  DE 
Pycnoporus cinnabarinus 

  La  lacasa de P. cinnabarinus  fue producida por Beldem  (Bélgica) a partir 
de  la  cepa monocariótica  hiperproductora  ss3  obtenida  de  la  cepa  I‐937 
(Herpoël et al., 2000).  

Proceso de purificación: 

1. Eliminación del glicerol presente en el crudo enzimático suministrado 
por Beldem mediante centrifugación a 13.000 rpm durante 9 h a 4 °C. 

2. Concentración de baja presión por ultrafiltración con membrana de 3 
kDa de tamaño de poro (Amicon YM3, Millipore) en un Amicon® de 
Millipore, gracias a la presión ejercida por nitrógeno. 

3. Cromatografía de intercambio aniónico de alta resolución: la muestra, 
previamente dializada, se purificó utilizando una columna Resource Q 
(Amersham  Biosciences)  acoplada  a  un  equipo  AKTApurifier 
(Amersham Biosciences). Se equilibró  la columna con acetato sódico 
25 mM pH 5,0 y la fracción retenida se eluyó con un gradiente en dos 
fases con NaCl 1 M en acetato sódico 25 mM, pH 5,0, de 0 a 20 % (v/v) 
en 20 min y de 20 a 100 % (v/v) en 10 min, a un flujo de 6 mL/min. La 
proteína se detectó a 280 y a 608 nm (máximo de absorbancia del Cu 
T1 en las lacasas). El análisis de los cromatogramas se llevó a cabo con 
el software UNICORN 3.0 (Amersham Biosciences). 

4. Las  fracciones  con  actividad  lacasa  se dializaron  en  tampón  acetato 
sódico 25 mM pH 5,0 y se congelaron a ‐80 °C hasta su uso. 

 

3.1.2. DETERMINACIONES ANALÍTICAS 

3.1.2.1. Determinación de proteínas 

La  cantidad de proteínas presente  en una muestra  se determinó por  el 
método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando el reactivo y procedimiento 
establecido por Bio‐Rad Protein Assay Dye Reagent. El ensayo se basa en el 
cambio de absorbancia de 465 a 595 nm que experimenta una solución ácida 
de  colorante  Coomassie  Brilliant  Blue  G‐250  al  unirse  a  las  proteínas.  La 
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concentración de proteína  se calculó  refiriendo  los datos de absorbancia a 
una curva patrón de albúmina de suero bovino a una concentración entre 2 
y 20 μg/mL. La recta de regresión fue lineal hasta una absorbancia de 0,6 a 
595 nm. 

3.1.2.2. Valoración de actividad lacasa 

  La  actividad  lacasa  se  determinó  por  la  oxidación  de ABTS  5 mM  en 
tampón acetato sódico 100 mM, pH 5,0 siguiendo la formación de su radical 
catiónico a 436 nm (ε436 29.300 M‐1 cm‐1) en un espectrofotómetro Shimadzu 
UV‐160 y a temperatura ambiente. Una unidad enzimática se definió como 
la cantidad de enzima necesaria para obtener un μmol de producto en un 
minuto. 

Alternativamente,  la  actividad  lacasa  se  determinó  también  con  el 
sustrato  fenólico  2,6‐dimetoxifenol  (DMP)  en  las mismas  condiciones  (ε469 
27.500 M‐1 cm‐1). 

3.1.2.3. Cálculo de parámetros cinéticos 

Las constantes cinéticas de la oxidación de los diferentes sustratos por la 
lacasa  de  P.  cinnabarinus  se  determinaron  en  un  espectrofotómetro 
Shimadzu UV‐160. Las reacciones se llevaron a cabo en cubetas de 1 mL con 
tampón acetato sódico 100 mM, pH 5,0, a temperatura ambiente, utilizando 
100  mU  de  enzima  pura.  Previamente,  los  cambios  en  los  espectros  de 
absorbancia  de  los  diferentes  sustratos,  bajo  las  mismas  condiciones  de 
reacción, permitieron seleccionar  las  longitudes de onda a  las que calcular 
los correspondientes coeficientes de extinción molar. 

Para  el  cálculo de  las  constantes  cinéticas  se utilizaron  concentraciones 
crecientes de los sustratos a oxidar valorándose el descenso de absorbancia 
por desaparición de sustrato en el caso de acetosiringona (ε320 6.000 M‐1 cm‐

1),  siringaldehído  (ε320 8.500 M‐1  cm‐1), acetovainillona  (ε304 7.100 M‐1  cm‐1), 
vainillina (ε308 9.200 M‐1 cm‐1), ácido p‐cumárico (ε312 11.100 M‐1 cm‐1), ácido 
sinápico  (ε312  16.100  M‐1  cm‐1),  ácido  ferúlico  (ε320  12.500  M‐1  cm‐1)  y  el 
colorante  Acid  Blue  74  (ε608  17.200 M‐1  cm‐1);  o  por  el  incremento  en  la 
absorbancia de  los productos de oxidación en el caso de: ABTS  (ε436 29.300 
M‐1 cm‐1), DMP (ε469 27.500 M‐1 cm‐1) y siringaresinol (ε300 1.500 M‐1 cm‐1). 

La  constante  de  afinidad  (constante  de  Michaelis,  Km)  y  la  constante 
catalítica,  kcat  se  obtuvieron  ajustado  los  datos  experimentales  mediante 
regresión no lineal con el paquete informático SigmaPlot 2001. En el cálculo 
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de  la  constante  se utilizó  la masa molecular de  la proteína  (65  kDa)  y  la 
concentración de la misma obtenida mediante el ensayo de Bradford. Dichas 
constantes se utilizaron para estimar la eficiencia catalítica de la enzima por 
el sustrato ensayado (kcat/Km). 

 

3.1.3. CARACTERIZACIÓN  DE  COMPUESTOS  FENÓLICOS 
RELACIONADOS CON LA LIGNINA 

3.1.3.1. Efecto sobre el crecimiento de P. cinnabarinus en placa 

Se  ensayó  el  crecimiento de P.  cinnabarinus  en placas de  agar‐malta  en 
presencia de acetosiringona, siringaldehído, ácido p‐cumárico, ácido ferúlico 
y  ácido  sinápico  (0,25  y  1 mM).  Inóculos  de  5 mm  de  diámetro  fueron 
colocados  en  el  centro  de  las  placas  Petri  con  agar  malta  (Tabla  3.1), 
midiéndose  el  crecimiento  cada  24  h,  y  expresándolo  como  porcentaje 
respecto a la colonización total de la placa por el hongo en ausencia de estos 
compuestos, alcanzada a los 13 d. Los ensayos se realizaron por triplicado.  

Tabla 3.1. Composición del medio de cultivo agar malta 

Extracto de malta  15 g/L
Agar  20 g/L
Compuestos fenólicos1  0,25 y 1 mM

 Esterilizar a 110 °C durante 30 min. 
1Esterilizar por filtración. Añadir cuando el medio esté a ~ 50 °C. 

3.1.3.2. Capacidad antioxidante: Ensayo TEAC 

 La capacidad antioxidante de  los compuestos  fenólicos relacionados con 
la  lignina se determinó a través del ensayo TEAC (Capacidad antioxidante 
equivalente  a  la  de  Trolox,  ácido  6‐hidroxi‐2,5,7,8‐tetrametilcroman‐2‐
carboxílico)  (Re  et  al.,  1999;  van  den  Berg  et  al.,  1999)  con  ligeras 
modificaciones.  Este  ensayo  determina  la  capacidad  de  los  compuestos 
fenólicos para reducir el radical ABTS●+ (Arts et al., 2004).  

  El  radical ABTS●+  se  generó químicamente haciendo  reaccionar ABTS  7 
mM y persulfato potásico 2,45 mM, ambos disueltos en agua, durante 12‐16 
h en oscuridad y a temperatura ambiente.  
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  El radical formado se diluyó con etanol, PBS pH 7,4 o citrato sódico pH 
5,0  hasta  obtener  una  absorbancia  de  0,7  a  734  nm  (de  esta  forma  la 
concentración final de ABTS●+  fue 47 μM). 

  La reacción de reducción de 990 μL de  la solución de radical ABTS●+   se 
llevó  a  cabo  con  10  μL  de  las  correspondientes  soluciones  stock  de  los 
compuestos  fenólicos hasta  concentraciones  finales de  los mismos de  12,5 
μM. Se determinó el descenso de absorbancia a 734 nm durante 6 minutos y 
se  comparó  con  el  descenso  obtenido  con  el  antioxidante  de  referencia 
Trolox.  

O

O

HO

CH3H3C

H3C
CH3

HO

 
Figura 3.1. Estructura del antioxidante Trolox 

3.1.3.3. Capacidad  mediadora  de  los  ácidos  p‐hidroxicinámicos  en 
reacciones con lacasa y ABTS 

  La oxidación enzimática del ABTS (50 μM) se realizó con 50 mU de lacasa 
de P. cinnabarinus en tampón citrato sódico 100 mM, pH 5,0 a 24 °C. Una vez 
que  la  oxidación  a  radical ABTS●+  fue  completa  (5 min),  50  μM de  ácido 
sinápico,  ferúlico  o  p‐cumárico  se  añadieron  a  la  mezcla  de  reacción, 
recogiendo  los  cambios  en  el  espectro  UV‐Visible  con  ayuda  de  un 
espectrofotómetro  con  detector  de  diodos  (Agilent  8453).  Se  recogieron 
también  los  cambios  en  los  espectros  UV‐Visible  de  la  oxidación  de  los 
ácidos p‐hidroxicinámicos por la lacasa sola. 
 

3.1.4. DEGRADACIÓN  DE  HIDROCARBUROS  AROMÁTICOS 
POLICÍCLICOS  POR  LACASA  Y  FENOLES  RELACIONADOS 
CON LA LIGNINA  

3.1.4.1. Ensayo colorimétrico de detección de 9,10‐antraquinona a partir de 
antraceno 

Se  incubó  antraceno  250  μM  (disuelto  en  acetona,  de  forma  que  la 
concentración  final de  ésta no  superase  el  2 %  (v/v)  en  la  reacción)  con  2 
U/mL  de  lacasa  de  P.  cinnabarinus  y  acetosiringona,  siringaldehído, 



Materiales y Métodos 

52 

vainillina,  acetovainillona  o  ácido  p‐cumárico  500  μM  como mediadores. 
Las reacciones se llevaron a cabo en tampón citrato sódico 100 mM, pH 5,0, 
a  temperatura ambiente, en agitación continua y completa oscuridad. A  la 
mezcla de reacción final se añadió 1 % (v/v) de Tween 20 como surfactante 
para asegurar la solubilidad del hidrocarburo aromático policíclico (PAH) y 
sus  productos  de  oxidación.  Reacciones  con  la  enzima  en  ausencia  de 
mediador  y  en  presencia  del mediador  artificial HBT  se  utilizaron  como 
controles negativo y positivo, respectivamente.  

Se tomaron muestras después de 0, 4, 24 y 48 h y se evaluó la presencia de 
9,10‐antraquinona en  la mezcla de reacción, mediante su reducción a 9,10‐
hidroantraquinona con NaBH4 3,7 M en 40 %  (v/v) de NaOH. El producto 
reducido  coloreado  fue  detectado  a  419  nm  en  un  espectrofotómetro 
Shimadzu (Alcalde et al., 2002). La absorbancia de los mediadores oxidados 
a 419 nm se utilizó como blanco. 

3.1.4.2. Ensayos  de  transformación  de  PAHs  por  lacasa  en  presencia  de 
mediadores naturales 

Las reacciones enzimáticas se realizaron en viales de 2‐4 mL sellados con 
tapones de teflón, en tampón acetato sódico 100 mM, pH 5,0, con 2 U/mL de 
lacasa  purificada  de  P.  cinnabarinus  y  50  μM  del  PAH  correspondiente 
(disuelto en acetona de forma que la concentración final de la misma en la 
mezcla de reacción no superase el 2 % (v/v)). Se añadió 1 % (v/v) de Tween 
20 para conseguir  la  total solubilidad de  los PAHs y se  incubó a 30 °C, en 
completa  oscuridad  y  continua  agitación  orbital. A diferentes  tiempos de 
incubación (0, 2, 6, 24, 48 y 72 h) se pararon las reacciones añadiendo 50 % 
de acetonitrilo y congelando rápidamente las muestras.  

  En  los  diferentes  experimentos  se  añadieron  mediadores  en  las 
condiciones que se indican a continuación: 

La  comparación de  la  capacidad de  los diferentes  compuestos  fenólicos 
para promover  la  transformación oxidativa de antraceno y benzo[a]pireno 
(50  μM)  por  lacasa  se  realizó  con  una  concentración  de  500  μM  de 
acetosiringona, siringaldehído, vainillina, acetovainillona, ácido p‐cumárico, 
ácido  ferúlico o ácido sinápico. Se  incluyeron en el ensayo  los mediadores 
artificiales HBT y ABTS en la misma concentración.  
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Para determinar el efecto de la concentración óptima de ácido p‐cumárico 
como mediador  en  la  transformación de  antraceno  (50  μM),  se  ensayaron 
concentraciones del mediador de 50, 100, 200, 500 μM y 1 mM. 

El ensayo comparativo de la degradación de antraceno, benzo[a]pireno y 
pireno  por  lacasa  y  ácido  p‐cumárico  se  llevó  a  cabo  con  dos 
concentraciones diferentes (100 μM y 1 mM) de este mediador. 

  En  todos  los casos, se  realizaron paralelamente, ensayos con  lacasa sola 
en  ausencia  de mediador,  así  como  reacciones  con  enzima  hervida  como 
controles. 

3.1.4.3. Cuantificación de la transformación de PAHs  

La separación de  los PAHs y sus productos de oxidación se  llevó a cabo 
por  Cromatografía  Líquida  de  Alta  Resolución  (HPLC)  de  fase  reversa, 
utilizando  un  equipo  Pharmacia  LKB  2248  equipado  con  un  detector 
Pharmacia VWM. Los porcentajes de degradación de los PAHs y la cantidad 
de  9,10‐antraquinona  producida  se  calcularon  basándose  en  las  áreas  y 
tiempos de retención de los estándares comerciales. 

  Las muestras  (10  μL)  se  inyectaron  en una  columna Purospher® STAR 
RP‐18 (5 μm, 4,6 – 250 mm) a 40 °C y a un flujo de 1 mL/min. La columna se 
equilibró durante 3 min con ácido acético al 0,1 % (v/v) y acetonitrilo al 20 % 
(v/v). Los compuestos se eluyeron de la columna con un gradiente lineal de 
20 a 100 %  (v/v) de acetonitrilo en 15 min, siguiendo  la elución durante 5 
min más. Los PAHs y sus productos de degradación se detectaron a 251 nm. 

3.1.4.4. Extracción e identificación de productos minoritarios de oxidación 
de PAHs  

Alternativamente,  para  la  detección  e  identificación  de  productos  de 
oxidación  minoritarios,  las  mezclas  de  reacción  fueron  extraídas  con  3 
volúmenes de acetato de etilo, y posteriormente evaporadas con nitrógeno y 
resuspendidas  en  100  μL  de  acetonitrilo  antes  de  su  análisis  por HPLC. 
Como patrón  interno  se añadió 1,4‐dimetoxibenceno  (500  μM) antes de  la 
extracción. Los extractos de las muestras fueron transferidos a placas de 96 
pocillos (Brand) y centrifugadas durante 5 min a 2.200 g en una centrífuga 
Eppendorf 5810R. Las placas  fueron selladas  (seal‐plate  tape Whatman uniseal 
7704‐0001)  e  introducidas  en  un  autosampler  high‐throughput  para HPLC 
(VWR, Hitachi  L2200).  Finalmente,  las muestras  se  analizaron  utilizando 
una  columna  de  fase  reversa  Nucleosil‐C18  (3  μm,  80  x  4  mm)  a  una 
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temperatura constante de 15 °C. Los compuestos se eluyeron a un flujo de 1 
mL/min (bombas Varian 9012) en condiciones isocráticas con un 70 % (v/v) 
de acetonitrilo y un 30 %  (v/v) de agua, en  las reacciones con antraceno, y 
un  60  %  (v/v)  de  acetonitrilo  y  un  40  %  (v/v)  de  agua,  en  el  caso  del 
benzo[a]pireno. 

La detección de los compuestos se llevó a cabo con un detector de diodos 
PAD  (Varian Prostar, US), captando su espectro UV‐visible en el rango de 
200 a 600 nm. La integración se realizó con el software Varian Star 6.41. 

3.1.4.5. Identificación de  los productos de oxidación de PAHs por  lacasa‐
ABTS mediante LC/MS 

Los productos desconocidos generados durante la oxidación de antraceno 
y benzo[a]pireno por lacasa y el mediador artificial ABTS fueron analizados 
por HPLC/MS. 

Tras  la  separación  cromatográfica de  los analitos usando un HPLC 1100 
(Agilent Technologies) bajo las condiciones de carrera descritas en el apartado 
anterior  para  los  análisis  de  HPLC‐PAD,  éstos  fueron  analizados  en  un 
espectrómetro de masas cuadrupolo de alta resolución con analizador TOF 
de  tiempo  de  vuelo  (QSTAR®  XL  Hybrid  LC/MS/MS  System,  Applied 
Biosystems) con interfase de electrospray. Los parámetros del espectrómetro 
de  masas  fueron  ajustados  de  la  siguiente  manera:  voltaje  del  spray 
ionizador 4500 V, presión de  la  fuente de gas  ionizador número 1 70 psi, 
presión de la fuente de gas ionizador número 2 65 psi, presión de la cortina 
de gas 20 psi, potencial declustering 30 V, potencial de focalización número 1 
180 V y potencial de focalización 2 15 V. 

Los  análisis mediante  ionización  química  directa  a  presión  atmosférica 
(APCI‐FIA) se realizaron a diferentes energías de fragmentación (30, 60, 90 y 
120 V), usando ácido fórmico al 0,1 % (v/v) y acetonitrilo al 50 % (v/v) como 
solvente a un flujo de 0,2 mL/min, a 350 °C de temperatura de vaporización 
y a 45 psi de presión de nebulización. 

Las técnicas de impacto electrónico se llevaron a cabo en un espectrómetro 
de  masas  VG  AutoSpec  con  un  analizador  magnético.  Las  muestras  se 
introdujeron en el sistema por inyección directa a 200 °C y 70 eV de energía 
electrónica. 
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3.1.4.6. Ensayos toxicológicos 

El  benzo[a]pireno  se utilizó  como PAH modelo para  llevar  a  cabo  los 
ensayos  de  toxicidad.  Se  emplearon  diferentes  test  toxicológicos  para 
obtener  los  valores  de  CE50  del  benzo[a]pireno  y  de  las  mezclas  de 
degradación  del  mismo.  Este  valor  representa  la  concentración  de  la 
muestra  a  la  cual  se  produce  una  reducción  del  50  %  de  actividad 
metabólica en el caso del ensayo con bacterias, de inhibición de crecimiento 
en  el  ensayo  de  algas  o  de  inhibición  de  la movilidad  en  el  ensayo  de 
crustáceos. 

Para  el  cálculo del valor de CE50 del  benzo[a]pireno  se  expusieron  los 
organismos a concentraciones crecientes del mismo. La toxicidad aguda de 
las mezclas de reacción conteniendo benzo[a]pireno (2,5 μM) se determinó 
antes  y  después  de  su  degradación  por  la  lacasa  de  P.  cinnabarinus  en 
presencia de ácido p‐cumárico (relación mediador/PAH de 10) durante 72 h 
y  en  las  condiciones  establecidas  en  el  apartado  3.1.4.2.  El  mediador 
artificial  HBT  se  incluyó  también  en  el  ensayo  de  toxicidad  en  Daphnia 
magna.  

El ensayo Microtox® se realizó en colaboración con el Departamento de 
Ingeniería Química de la Universidad de Santiago, mientras que los test de 
toxicidad en algas y crustáceos fueron realizados por el Área de Toxicología 
Ambiental del Centro Nacional de Sanidad Ambiental  (Instituto de Salud 
Carlos III),  laboratorio acreditado por  la Entidad Nacional de Acreditación 
(ENAC). 

• Microtox® 

El método  se  basa  en  la  reducción  de  bioluminiscencia  de  la  bacteria 
Photobacterium phosphoreum como consecuencia de la exposición a la muestra 
objeto  de  ensayo.  Se  realizó  la  incubación  de  la  muestra  midiendo  los 
niveles  de  emisión  de  luz  iniciales  y  tras  5  ó  15 min  de  exposición,  de 
acuerdo con el procedimiento establecido en la norma ISO 11348‐3, 1998. 

• Inhibición del crecimiento de Scenedesmus subspicatus 

El ensayo se basa en la inhibición del crecimiento que sufre el alga verde 
unicelular de agua dulce S.  subspicatus  tras  ser expuesta durante 72 h a  la 
mezcla  objeto  de  estudio,  según  el  procedimiento  de  la  norma  ISO  8692: 
1989. 
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• Inhibición de la movilidad de Daphnia magna 

Se  determinó  la  toxicidad  aguda  de  la mezcla mediante  la  inhibición 
sufrida  en  la movilidad  del  crustáceo D. magna  tras  48  h  de  exposición, 
según el procedimiento establecido en la norma ISO 6341:1996. 

3.1.4.7. Peroxidación de lípidos: Producción de TBARS 

  La  capacidad de  la  lacasa y  los  ácidos  p‐hidroxicinámicos para  llevar  a 
cabo  la peroxidación de  los  lípidos se estudió en viales de 4 mL donde se 
añadieron 2 U/mL de lacasa de P. cinnabarinus en tampón acetato sódico 100 
mM, pH 5,0 y ácido  linoleico 0,7 mM ó Tween 80 2 mM como  fuentes de 
ácidos  grasos  insaturados,  así  como  dos  concentraciones  diferentes  de 
mediador (0,5 y 2 mM). El HBT fue incluido en la comparación.  

  En  el proceso de peroxidación de ácidos grasos  insaturados  se generan 
hidroperóxidos  inestables  que  dan  lugar  a  aldehídos,  siendo  el  más 
abundante  el  malondialdehído.  Estos  aldehídos  reaccionan  con  el  ácido 
tiobarbitúrico  formando  un  complejo  que  absorbe  fuertemente  a  532  nm 
(Buege et al., 1978; Esterbauer et al., 1990).  

  La producción de sustancias reactivas del ácido tiobarbitúrico (TBARS) se 
determinó a diferentes tiempos de reacción tomando muestras de 0,5 mL y 
añadiendo  1,1  mL  de  acetato  sódico  3,3 M  a  pH  3,5,  1,3  mL  de  ácido 
tiobarbitúrico al 0,85 % (v/v) (TBA) y 40 μl de hidroxitolueno butilado (BHT) 
al 0,8 %  (p/v) en ácido acético. La mezcla de  reacción  se  calentó a 100  °C 
durante 30 min y una vez enfriadas, se extrajeron las muestras con 3 mL de 
butanol para eliminar la turbidez, se centrifugaron durante 10 min a 2.000 g 
y se midió la absorbancia a 532 nm en un espectrofotómetro Shimadzu UV‐
160, a temperatura ambiente. 

3.1.4.8. Oxidación de fenantreno vía peroxidación de  lípidos con  lacasa y 
ácido p‐cumárico 

  La  oxidación  de  fenantreno  (50  μM)  por  lacasa  y  ácido  p‐cumárico  se 
llevó a cabo en presencia de 1 % (v/v) de Tween 80 o Tween 20 como fuente 
de  lípidos  insaturados  o  como  control,  respectivamente.  En  la mezcla  de 
reacción se añadieron 2 U/mL de enzima y ácido p‐cumárico (o HBT) a una 
concentración final de 2 mM, en tampón acetato sódico 100 mM, pH 5,0. Los  
viales de 2‐4 mL se mantuvieron sellados con tapones de teflón a 30 °C y en 
continua agitación orbital durante 9 días. Las muestras tomadas a los 2, 5, 7 
y  9  días  se  diluyeron  con  acetonitrilo  al  50  %  (v/v)  y  se  congelaron 
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rápidamente hasta su análisis por HPLC. Las condiciones analíticas fueron 
análogas  a  las  descritas  en  el  apartado  3.1.4.3.  Reacciones  con  lacasa  en 
ausencia  de mediador  y  Tween  80  y  con  enzima  hervida,  se  realizaron 
paralelamente como controles. 

 

3.1.5. OXIDACIÓN  DE  COLORANTES  POR  LACASA  Y  ÁCIDOS  p‐
HIDROXICINÁMICOS  

3.1.5.1. Decoloración de diferentes tipos de colorantes 

 Se  ensayó  la decoloración de  seis  tipos de  colorantes  (Tabla  4.6)  con  la 
lacasa de P.  cinnabarinus en presencia de  los ácidos p‐cumárico,  ferúlico o 
sinápico como mediadores. Los ensayos se realizaron con una concentración 
de 25 μM de colorante, 100 mU/mL de  lacasa y diferentes concentraciones 
de mediador  (25,  50  100  o  250  μM). Las  reacciones  se  llevaron  a  cabo  en 
tampón  citrato  sódico  100  mM,  pH  5,0  a  24  °C,  en  oscuridad  y  a  160 
rev/min.  El  descenso  de  absorbancia  se  midió  a  diferentes  tiempos  de 
incubación  en  las  longitudes de  onda  correspondientes  a  los máximos de 
absorbancia  de  cada  colorante  (Tabla  4.6)  en  un  espectrofotómetro 
Shimadzu UV‐160. 

3.1.5.2. Inhibición de la decoloración 

  La  inhibición  producida  por  el  ácido  ferúlico  en  la  decoloración  de 
Reactive Blue 19 por la lacasa de P. cinnabarinus, se estudió incubando dicho 
compuesto fenólico (250 μM) en citrato sódico 100 mM, pH 5,0 a 24 °C con 
100 mU/ml  de  lacasa  durante  diferentes  tiempos.  Transcurridos  éstos  se 
añadió Reactive Blue 19 (25 μM) y se midió el descenso de absorbancia a 592 
nm durante 3 h. 

  El  efecto  de  la  concentración  de  ácido  ferúlico  en  la  decoloración  del 
colorante Reactive  Blue  38  se  estudió  incubando  el  colorante  (25  μM)  con 
ácido ferúlico en cuatro concentraciones diferentes: 3,125 μM, 6,25 μM, 12,5 
μM y 25 μM, en las condiciones indicadas en el apartado anterior. Se midió 
la absorbancia a 620 nm durante 3 h. 

3.1.5.3. Ensayos con siringaresinol 

  El siringaresinol  (3,6‐bis‐(4‐hidroxi‐3,5‐dimetoxifenil)‐tetrahidrofuro  [3,4‐
c]furano)  fue  sintetizado  en  la  Universidad  de  Helsinki,  mediante  el 
acoplamiento  oxidativo  β‐β´  del  alcohol  sinapílico  (alcohol  4‐hidroxi‐3,5‐
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dimetoxicinamílico)  en  una  reacción  de  deshidrogenación  “zulauf” 
catalizada  por  la  peroxidasa  de  rábano  en  presencia  de  peroxido  de 
hidrógeno. El aislamiento del producto dimérico (con un rendimiento del 25 
%)  se  realizó  con  un  equipo  de  cromatografía  (Biotage),  y  su  pureza  fue 
chequeada por RMN.  

  La  capacidad  del  siringaresinol  para  actuar  como  mediador  en  la 
oxidación de  colorantes  se  ensayó  con  los  tintes Reactive Black  5, Azure B, 
Reactive Blue 19, Aniline Blue y Acid Blue 74 (25 μM), en presencia de 100 mU 
de lacasa y dos concentraciones de siringaresinol (50 y 250 μM). La reacción 
se  llevó  a  cabo  en  tampón  citrato  sódico  100 mM,  pH  5,0,  a  24  °C,  en 
oscuridad y a 160 rev/min. El descenso en las absorbancias características de 
cada  colorante  (Tabla  4.6)  se  determinó  con  la  ayuda  de  un 
espectrofotómetro Shimadzu UV‐160. 

3.1.5.4. Evaluación de la toxicidad: Microtox® 

  Se estudió el descenso de toxicidad del Acid Blue 74 tras su decoloración 
durante 2h por lacasa y ácido p‐cumárico, empleando el text Microtox®, de 
acuerdo con el apartado 3.1.4.6. 
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3.2. EVOLUCIÓN  DIRIGIDA  DE  LACASAS  DE  ALTO 
POTENCIAL REDOX 

3.2.1. MICROORGANISMOS 

• Saccharomyces  cerevisiae  cepa  BJ5465  (ATCC  208289,  LGC 
Promochem). Genotipo: MATα  ura3‐52  trp1  leu2‐delta1  his3‐delta200 
pep4::HIS3 prb1‐delta1.6R cαn1. Cepa deficiente en proteasas, adecuada 
para  la expresión y secreción de proteínas heterólogas  (Parekh et al., 
1995)  que  se  utilizó  como  huésped  para  la  expresión  de  genes 
evolucionados artificialmente de  la  lacasa de P. cinnabarinus clonada 
en el plásmido pJRoC30 (Bulter et al., 2003a). 

• Escherichia  coli  cepa XL2‐blue  (Stratagene). Genotipo:  recA1  endA1 
gyrA96  thi‐1  hsdR17  supE44  relA1  lac  [F´  proAB  lαc1qZ∆M15  Tn10 
(Tetr)  Amy  Camr].  Células  ultracompetentes  con  una  eficiencia  de 
transformación superior a 5x109 transformantes por μg de ADN. Esta 
cepa  se utilizó para producir y purificar con mayor  rendimiento  los 
genes de las lacasas durante el proceso de evolución. 

• Escherichia coli cepa DH5α. (Invitrogen). Genotipo: supE44 ∆lacU169 
hsdR17  recA1  endA1  gyrA96  thi‐1  relA1.  Se  emplearon  células 
competentes de esta cepa para purificar y producir el gen de la lacasa 
de P. cinnabarinus clonado en el plásmido pGAPZα y pJRoC30. 

3.2.2. VECTORES PLASMÍDICOS 

• pGAPZα (Invitrogen). Vector de 3100 pb que utiliza el promotor GAP 
para  expresar  constitutivamente  proteínas  recombinantes  en  Pichia 
pastoris.  Se  ha  empleado  para  producir  proteínas  fusionadas  en  el 
extremo N terminal al pre‐propéptido del  factor de secreción α de S. 
cerevisiae. El factor de selección en este vector se basa en el marcador 
de resistencia a zeocina, el cual es funcional tanto en  P. pastoris como 
en  E. coli. 

• PJRoC30  (Novozymes).  Vector  episómico  bifuncional  de  10477  pb 
(12229 pb incluyendo el gen de la lacasa de P. cinnabarinus y el factor 
α).  pJRoC30  es  portador  del  promotor  GAL1  (inducible  por 
galactosa), del gen de resistencia a ampicilina para  la selección en E. 
coli y del gen URA3 que confiere auxotrofía para uracilo. 
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3.2.3. GEN PARENTAL DE LA LACASA DE P. cinnabarinus 

El gen parental utilizado en este trabajo es el ADNc lac1 de la lacasa de P. 
cinnabarinus (denominado en este trabajo PcL), cuya secuencia se encuentra 
depositada en la base de datos de secuencias de ADN GenBank (Gen Bank 
accession  number: AF170093). La  secuencia del ADNc  que  codifica  para  la 
lacasa madura suma un total de 1494 pb. 
 

3.2.4. MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES 

Las  composiciones  que  se detallan  a  continuación  están  referidas  a un 
volumen  final  de  1  L.  Salvo  que  se  indique  lo  contrario,  los medios  de 
cultivo se esterilizaron en autoclave durante 15 min a 121 °C.  

3.2.4.1. Medios de cultivo para bacterias (E. coli) 

• Medio  Luria‐Bertani  LB/amp/zeocina  (Sambrook  et  al.,  1989):  medio 
para  el  crecimiento  y  selección  de  células  transformantes  de  E.  coli 
resistentes a ampicilina (que contienen el vector pJRoC30) en el caso de 
LB/amp  y  para  transformantes  resistentes  a  zeocina  (que  contienen  el 
vector pGAPZα), el medio LB/zeozina. 

Bacto Triptona  10 g
Extracto de levadura  5 g
NaCl  10 g
Zeozina estéril (100 mg/mL)1  0,5 mL
Ampicilina estéril (100 mg/mL)1  1 mL

   1Esterilizar por filtración. 
 Ajustar a pH 7,0 con NaOH. 
 Añadir la ampicilina o la zeozina cuando el medio esté a ~ 50 °C. 
 Para obtener medio sólido, añadir 20 g de agar antes de la esterilización. 

• Medio Ψ broth: medio para el crecimiento de bacterias, se utiliza en  la 
preparación de células competentes de E. coli DH5α. 

Bacto Triptona  20 g
Extracto de levadura  5 g
MgSO4∙7H2O  4 g
KCl  7,5 mL

       Ajustar a pH 7,6 con KOH. 
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3.2.4.2.  Medios de cultivo para S. cerevisiae 

• Medio YP (1,55X) 

Bacto Peptona  30,77 g 
Extracto de levadura  15,38 g 

       Una vez preparado, mantener el medio en oscuridad a 4 °C. 

• Medio YPD: medio para el crecimiento general de levaduras. 

Bacto Peptona  20 g 
Extracto de levadura  20 g 
Glucosa 20 % (p/v)1  100 mL 
Cloranfenicol (25 mg/mL) en etanol1  1 mL 

              1Esterilizar por filtración. 
Añadir la glucosa y el cloranfenicol cuando el medio esté a ~ 50 °C. 
Para preparar medio sólido, añadir 20 g de agar antes de la esterilización. 
Una vez preparado, mantener el medio en oscuridad a 4 °C. 

• Medio Mínimo líquido: medio selectivo sin uracilo para el crecimiento 
de transformantes que contienen el vector pJRoC30. 

Medio YNB (Yeast Nitrogen Base) (67 g/L)1  100 mL 
Complemento de aminoácidos sin uracilo (10X)1  100 mL 
Rafinosa 20 % (p/v)1,2  100 mL 
Cloranfenicol (25 mg/mL) en etanol 1  1 mL 

  1Esterilizar por filtración. 
2Mantener a temperatura ambiente ya que precipita en frío. 
Una vez preparado, mantener el medio en oscuridad a 4 °C. 

• Medio Mínimo sólido: para placas SC drop‐out. 

Bacto agar  20 g 
Medio YNB (Yeast Nitrogen Base) (67 g/L)1  100 mL 
Complemento de aminoácidos sin uracilo (10X)1  100 mL 
Glucosa 20 % (p/v)1  100 mL 
Cloranfenicol (25 mg/mL) en etanol1  1 mL 

        1Esterilizar por filtración. 
Añadir  todos  los  componentes  excepto  el  agar  cuando  el  medio  se 
encuentre a ~ 50 °C. 



Materiales y Métodos 

62 

• Medio de expresión: medio para la expresión de lacasa en S. cerevisiae. 

Medio YP (1,55X)  720 mL
Tampón KH2PO4 (1 M, pH 6,0)1  67 mL
CuSO4 (1 M)1,2   2 ó 4 mL
Etanol1,3  30,9 mL
Galactosa 20 % (p/v)1  110 mL
Cloranfenicol (25 mg/mL) en etanol1  1 mL

1Esterilizar por filtración. 
2Se utilizaron diferentes concentraciones de CuSO4 en los experimentos de 
optimización de la expresión en microcultivos (desde 10 μM hasta 4 mM) 
y en matraces (desde 1 hasta 13 mM). Finalmente se utilizó 2 mM para los 
experimentos  de  evolución  dirigida  en  microplaca  y  4  mM  para  la 
producción de lacasa en matraz.  
3En  los  experimentos de  optimización de  la  expresión  y  producción  de 
lacasa en microcultivo, se empleó medio de expresión con y sin etanol.  

3.2.4.3.  Soluciones y tampones 

• Solución TFB1: solución utilizada en la transformación de E. coli DH5α. 

RbCl1  100 mM
MnCl21  50 mM
CH3COOK1  30 mM
CaCl21  10 mM
Glicerol1  15 % (v/v)

1Esterilizar por filtración. 
Una vez preparado, mantener la solución en oscuridad a 4 °C. 

• Solución TFB2: solución utilizada en la transformación de E. coli DH5α. 

RbCl  10 mM
MOPS  10 mM
CaCl2  75 mM
Glicerol  15 % (v/v)

1Esterilizar por filtración. 
Ajustar a pH 7,0 con NaOH. 
Una vez preparado, mantener la solución en oscuridad a 4 °C. 
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• Solución SOB (Sambrook et al., 1989) solución stock para transformación 
en E. coli XL2‐blue. 

Bacto Tristona  20 g 
Extracto de levadura  5 g 
NaCl  0.5 g 
KCl (250 mM)  10 mL 

Ajustar a pH 7,0 con NaOH.  
Puede  prepararse  y  almacenarse  a  4  °C  durante  largos  periodos  de 
tiempo. 

• Medio  SOC  (Sambrook  et  al.,  1989)  solución  de  trabajo  para 
transformación en E. coli XL2‐blue. 

Solución SOB  5 mL 
MgCl2 estéril (2 M)1  25 μL 
Glucosa 20 % (p/v)1  100 μL 

1Esterilizar por filtración. 
Preparar nuevo para cada transformación. 

• TAE 1X: tampón utilizado para electroforesis en geles de agarosa 

Tris‐base  40 mM 
Ácido acético  20 mM 
EDTA  1 mM 

Ajustar a pH 8,0. 
 

3.2.5. MANTENIMIENTO Y CULTIVO DE MICROORGANISMOS 

La cepa silvestre de S. cerevisisae se incubó en placas de YPD durante 48 h 
a 30 °C. Posteriormente, colonias aisladas se transfirieron a tubos de 20 mL 
con  3 mL de YPD. Los  tubos  se  incubaron  a 30  °C y 210  rpm  (incubador 
Micromagmix, Ovan) y cuando  los cultivos alcanzaron densidades ópticas 
(DO600) entre 1 y 2, se prepararon suspensiones celulares en glicerol estéril al 
20 % (v/v) y se almacenaron a ‐80 °C. 

Los  transformantes de S. cerevisiae conteniendo el plásmido pJRoC30 se 
crecieron en placas con medio mínimo sólido durante 2‐3 días a 30 °C. Se 
transfirieron  colonias  individuales  a  tubos de  20 mL  con  3 mL de medio 
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mínimo,  incubándose a 30 °C y 210 rpm, hasta que  los cultivos alcanzaron 
DO600  entre  1  y  2,  las  células  se mezclaron  con  una  solución  de  glicerol 
estéril al 20 % (v/v) y se almacenaron a ‐80 °C. 

Las células de E. coli transformadas con el vector pJRoC30 (conteniendo 
los diferentes mutantes) se sembraron en placas LB/amp over night (o/n) a 37 
°C  y  colonias  aisladas  se  transfirieron  a  tubos  de  15  mL  con  5  mL  de 
LB/amp. Los  tubos  se  incubaron  a  37  °C  y  210  rpm  o/n,  y  se  prepararon 
suspensiones celulares en glicerol estéril al 20 % (v/v). La suspensión celular 
se guardó a ‐80 °C hasta su uso. 

 

3.2.6. MANIPULACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

3.2.6.1. Análisis y cuantificación de ácidos nucleicos 

En  la  determinación  de  la  concentración  de  los  ácidos  nucleicos  se 
utilizaron las siguientes técnicas: 

• Espectrometría  ultravioleta‐visible  (UV‐VIS):  se  determinó  la 
absorbancia  a  260  nm  de  la  solución  de  ácido  nucleico  a  cuantificar 
(Sambrook et al., 1989). La concentración se calculó teniendo en cuenta que 
una  unidad  de  absorbancia  a  260  nm  equivale  a  50  ng/μL  de ADN  de 
doble hebra. Además, una relación de absorbancia A260/A280 = 1,8 ‐ 2 indicó 
la pureza de la muestra. 

• Electroforesis analítica en geles de agarosa: es una forma aproximada de 
calcular  la  concentración  de  ácidos  nucleicos  que  permite,  además,  la 
separación y posterior purificación de fragmentos.  

 Los geles se realizaron a una concentración de agarosa de 75 g/L (0,75 % 
p/v)  en  tampón  TAE  y  posteriormente  se  tiñeron  en  una  solución  de 
bromuro de etidio  (2  μg/mL) durante 15‐20 min. La visualización de  las 
bandas se llevó a cabo con un transiluminador Gel Doc TM XR (Bio‐Rad) 
con  el  software  Quantity  One  1‐D  Analysis  (Bio‐Rad).  Las  muestras  se 
mezclaron con tampón de carga compuesto por azul de bromofenol 1 g/L, 
azul de xilencianol 1 g/L, EDTA 50 mM, pH 8,0 y glicerol 50 % (p/v). Las 
carreras  de  electroforésis  se  llevaron  a  cabo  a  un  voltaje  de  100  V  en 
cubetas horizontales con geles sumergidos en tampón TAE. 

La concentración de las bandas obtenidas en el gel se calculó comparando 
su intensidad con la de marcadores de tamaño y concentración conocidos. 
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3.2.6.2. Purificación de fragmentos de ADN  

La  purificación  de  los  distintos  productos  de  PCR  se  realizó mediante 
electroforesis en geles de agarosa 0,75 % (p/v) a 4 °C y bajo un potencial de 
60 V. La visualización de  las bandas  se  llevó a  cabo  como  se  indica  en  el 
apartado anterior,  incluyendo un paso previo de  lavado del gel  con  agua 
destilada tras la tinción con bromuro de etidio. Las bandas de interés fueron 
extraídas  del  gel  y  purificadas  con  el  kit  Zymoclean  gel  DNA  recovery 
siguiendo el manual de instrucciones del fabricante. Este método se basa en 
la  unión  del  ADN  a  una  matriz  de  sílice  en  presencia  de  altas 
concentraciones de sal y su elución a bajas concentraciones. 

La purificación del plásmido lineal se realizó bajo las mismas condiciones 
expuestas  anteriormente, pero usando  geles de  agarosa de  bajo punto de 
fusión (0,75 % p/v).  

3.2.6.3. Oligonucleótidos 

  Los  oligonucleótidos  fueron  diseñados  con  el  software  Fast‐PCR  3.5.30 
(University of Helsinki, Finlandia) y sintetizados por el Servicio de Química 
de Proteínas del Centro de Investigaciones Biológicas del CSIC (Madrid). 

3.2.6.4. Secuenciación de ADN y análisis de secuencias  

Las  secuencias  de  los  diferentes  clones  mutados  de  la  lacasa  de  P. 
cinnabarinus  se  obtuvieron  según  la  estrategia  prime  walking,  utilizando 
terminadores marcados  en  reacciones  de  amplificación  con  la  enzima  FS 
AmpliTaq  ADN  polimerasa.  El  equipo  de  secuenciación  automática 
utilizado  fue  ABIPRISM  377  (Perkin  Elmer)  de  Secugen,  Centro  de 
Investigaciones Biológicas del CSIC (Madrid). 

Tabla 3.2. Oligonucleótidos empleados 

Nombre  Secuencia  Sitio de unión en 
pJRoC30 

RMLN directo  5’ CCTCTATACTTTAACGTCAAGG 3’  pb 5’‐160‐181‐3’ 

RMLC inverso  5’ GGGAGGGCGTGAATGTAAGC 3’  pb 5’‐2031‐2050‐3’ 

Lac 1  5´ CGACGACACTGTCATTACGC 3´   pb 5´‐905‐924‐3´ 

Lac 3  5´ GGCTTCGTAGGAGTAGTC 3´   pb 5´‐1361‐1388‐3´ 

El análisis de las secuencias se llevó a cabo con los programas BioEdit 7,0 
y Chromas 1,4 para alineación y visualización de secuencias.  
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3.2.6.5. Linearización del vector pJRoC30 

El  vector  pJRoC30  fue  digerido  con  las  enzimas  BamHI  y  XhoI  para 
ligarlo posteriormente a los genes de lacasa, tanto de la lacasa salvaje, como 
de las lacasas mutadas en los diferentes ciclos de evolución (Tabla 4.9). Con 
el  objetivo  de  evitar  un  excesivo  número  de  falsos  positivos,  para  la 
linearización se empleó el vector pJRoC30 que contenía el gen nativo de  la 
peroxidasa  versátil  (VP)  de  Pleurotus  eringii  y  que  carece  de  expresión 
funcional en S. cerevisisae en ausencia de H2O2. 

Tabla 3.3. Condiciones de la reacción de digestión del plásmido pJRoC30 

Tampón de digestión NE BamHI (10X)  2 μL
BSA (10 mg/mL)  2 μL
Plásmido pJRoC30 con el gen de VP  2‐4 μg
BamHI   7.5 U
XhoI   7.5 U
Completar con agua milli Q hasta  20 μL

La reacción se incubó durante 5 h a 37 °C y posteriormente las enzimas fueron inactivadas 
a 80 °C durante 20 min. 

3.2.6.6. Construcción de pJRoC30α‐PcL  

  La secuencia señal de la lacasa nativa de P. cinnabarinus fue sustituida por 
la secuencia señal del factor α de S. cerevisiae. La fusión del gen de la lacasa 
de P. cinnabarinus con la secuencia del pre‐propéptido del factor α se realizó 
mediante  su  inserción  en  el  vector pGAPZα  que  se utiliza habitualmente 
para  expresión de proteínas  en P.  pastoris y que  contiene dicha  secuencia 
señal.  Para  ello,  primero  se  linearizó  el  plásmido  con  EcoRI  y  con NotI, 
según las condiciones de la Tabla 3.4.  

Tabla 3.4. Condiciones de la reacción de digestión del plásmido pGAPZα 

Tampón de digestión H 10X  2 μL
Plásmido pGAPZα  1 μg
EcoRI  10 U
NotI  10 U
Completar con agua milli Q hasta  20 μL

La reacción se incubó durante 4 h a 37 °C y posteriormente las enzimas fueron inactivadas 
a 80 °C durante 20 min. 
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Posteriormente, el ADNc  lac1 de P. cinnabarinus, fue amplificado con  los 
oligonucleótidos cebadores NEcoRI‐directo y CNotI‐inverso (ver Tabla 3.5) 
que incluyen dianas de restricción para EcoRI y NotI, generando un molde 
de la lacasa madura (PcL) que excluye la secuencia señal nativa (Tabla 3.6).  

Tabla 3.5. Oligonucleótidos empleados 

Nombre  Secuencia 

NEcoRI‐directo  5´ CGGAATTCGCCATAGGGCCTGTGGCGG 3´ 

CNotI‐inverso  5´ AAGGAAAAAAGCGGCCGCTCAGAGGTCGCTGGGGTCAAGTGC 3´ 

NpJBglII‐directo  5´ GAAGATCTATGAGA TTTCCTTCAATTTTTACTGC  3´ 

Tabla 3.6. Condiciones de la reacción de amplificación de PcL 

Oligonucleótido NEcoRI‐directo  400 nM  
Oligonucleótido CNotI‐inverso  400 nM  
dNTPs  1 mM1 

Buffer Taq polimerasa(10X)  5 μL 
Taq polimerasa  2,5 U 
MgCl2  4 mM 
Gen de lacasa molde n‐PcL  25 ng 
Completar con agua milli Q hasta  50 μL 

    10,25 mM de cada dNTP 

El programa de PCR  empleado  fue:  94  °C durante  5 min,  55  °C durante  5 min,  72  °C 
durante 5 min (1 ciclo), 95 °C durante 0.35 min, 50 °C durante 2 min, 72 °C durante 4 min 
(25 ciclos), y 72 °C durante 10 min (1 ciclo).  

PcL fue digerido con EcoRI y NotI y ligado al vector linearizado pGAPZα 
(Tabla  3.7),  generando  la  construcción  pGAPZα‐PcL.  Se  transformaron 
células competentes de E.  coli DH5α por choque  térmico  (Sambrook  et al., 
2001) con dicho vector para hiperproducirlo.  

Las  células  competentes DH5α  se  obtuvieron  siguiendo  el método  del 
RbCl  con  el  siguiente  protocolo:  a  partir  de  un  inóculo,  obtenido  por  el 
crecimiento o/n a 37 °C de una colonia aislada de bacteria en medio LB, se 
sembró un matraz de medio Ψ broth y se incubó a 37 °C hasta que la DO600 
fue de 0,5. En ese momento, se tomó el cultivo y se centrifugó a 2.500 rpm 
durante 15 min a 4 °C, y el precipitado se resuspendió en 30 mL (por cada 
100 mL de cultivo) de TFB1 enfriado en hielo. Las células se resuspendieron 
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cuidadosamente  y  se  incubaron  en  hielo  durante  1  h.  Posteriormente  se 
centrifugaron como se describe arriba y, una vez eliminado el sobrenadante, 
el precipitado se resuspendió en 4 mL (por cada 100 mL de cultivo) de TFB2 
y se conservaron en alícuotas de 200 μL a ‐80 °C hasta su uso. 

Tabla 3.7. Condiciones de la reacción de ligación 

Vector linealizado pGAPZα  70 ng
Template de lacasa (PcL)  200 ng
Buffer de ligasa 10X  1 μL
Ligasa  10 U
Completar con agua milli Q hasta  10 μL

  4 °C o/n 

La  purificación  del  plásmido  pGAPZα‐PcL  se  llevó  a  cabo  con  el  kit 
Wizard  Plus  SV  Minipreps  siguiendo  el  protocolo  recomendado  por  el 
fabricante. 

Posteriormente, a partir de pGAPZα‐PcL, se amplificó mediante PCR el 
fragmento formado por la secuencia del pre‐propéptido del factor α y el gen 
de  la  lacasa  (α‐PcL)  con  ayuda de  los oligonucleótidos NpJBglII‐directo y 
CNotI‐inverso (ver Tabla 3.5), los cuales incluyen dianas de restricción para 
BglII  ‐  compatible  con BamHI  ‐ y NotI. Las  condiciones de  la  reacción de 
PCR fueron las que aparecen en la tabla 3.8.  

Tabla 3.8. Condiciones de la reacción de amplificación de α‐PcL 

Oligonucleótido NpJBglII‐directo  400 nM  
Oligonucleótido CNotI‐inverso  400 nM  
dNTPs  0,25 mM
Buffer Taq polimerasa (10X)   5 μL
Taq polimerasa   2,5 U
MgCl2  4 mM
pGAPZα‐PcL  25 ng
Completar con agua milli Q hasta  50 μL

El programa de PCR  empleado  fue:  94  °C durante  5 min,  55  °C durante  5 min,  72  °C 
durante 5 min (1 ciclo), 95 °C durante 0.35 min, 50 °C durante 2 min, 72 °C durante 4 min 
(25 ciclos), y 72 °C durante 10 min (1 ciclo).  

α‐PcL  fue  digerido  con  BglII  y  NotI  y  ligado  al  plásmido  pJRoC30 
previamente  linearizado  de  acuerdo  con  el  apartado  3.2.6.5  (Figura  3.2). 
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Debido a la estrategia de clonación utilizada, en el extremo amino terminal 
de la proteína aparecen dos aminoácidos extras (E‐F) tras el procesamiento 
del  péptido  señal.  Las  mutaciones  introducidas  en  la  proteína  madura 
durante  el  proceso  evolutivo  mantienen  la  numeración  descrita  para  la 
lacasa madura de P. cinnabarinus nativa. 

Tabla 3.9. Condiciones de la reacción de ligación 

Vector de expresión linealizado pJRoC30  90 ng 
α‐PcL  200 ng 
Buffer de ligasa 10X  1 μL 
Ligasa   10 U 
Completar con agua milli Q hasta  10 μL 

  4 °C o/n 
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Figura 3.2. Plásmido pJRoC30αPcL. 
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3.2.7. DESARROLLO  DEL  PROTOCOLO  DE  HIGH‐THROUGHPUT 
SCREENING 

3.2.7.1. Transformación de células de S. cerevisiae 

Las genotecas obtenidas en los diferentes ciclos evolutivos (ver apartado 
3.2.8)  se  transformaron  en  células  de  S.  cerevisiae  utilizando  el  kit  de 
transformación  Yeast  Transformation  Kit  (Sigma)  (Bulter  et  al.,  2003a).  Se 
incubaron colonias aisladas de células silvestres de S. cerevisiae en 20 mL de 
medio  YPD  líquido  a  30  °C  y  210  rpm  en  un  agitador  orbital  (Edmund 
Bühler  GMBH  SM‐30)  o/n,  hasta  alcanzar  una  DO600  superior  a  2.  Una 
cantidad adecuada del cultivo se inoculó en un volumen total de 100 mL de 
YPD para alcanzar una DO600 de 0,3 y  se  incubó de nuevo durante 4‐6 h, 
hasta completar dos ciclos de crecimiento y alcanzar una DO600 de 1,2. Las 
células  se  transformaron  con  las  correspondientes  genotecas  en  presencia 
del  plásmido  pJRoC30  linearizado,  en  proporción  4:1,  con  el  kit  de 
transformación de  levadura. Para aumentar  la eficiencia de transformación 
se  añadió  DMSO  a  la  mezcla  (concentración  final  de  10  %  v/v), 
inmediatamente antes del choque térmico establecido en el protocolo. 

3.2.7.2.  Optimización de las condiciones de inducción en microcultivos 

  Se  estudió  el  efecto  de  la  adición  de  etanol,  cobre,  ácido  ferúlico  y 
vainillina en el crecimiento de S. cerevisiae y en la producción de lacasa por 
la  levadura  (Eggert  et  al.,  1996b;  Lee  et  al.,  1999;  Lomascolo  et  al.,  2003; 
Hoshida et al., 2005). 

Un único transformante de S. cerevisiae conteniendo el gen de la lacasa de 
P.  cinnabarinus  se  seleccionó  y  se  creció  en  placas  con  medio  mínimo 
durante 3‐4 días a 30 °C. Colonias individuales de dicho clon se inocularon 
en placas de 96 pocillos (Sero‐well) que contenían 50 μL de medio mínimo 
líquido por pocillo. Las placas se sellaron con parafilm y se incubaron en un 
incubador Minitron‐INFORS (Biogen) a 30 °C, 210 rpm y 80 % de humedad 
relativa para evitar  la evaporación de  los pocillos. Tras 48 h, se añadieron 
160 μL de medio de expresión conteniendo 10 μM, 250 μM, 1 mM, 2 mM ó 4 
mM de CuSO4. A  las diferentes concentraciones de CuSO4 presentes en el 
medio de expresión se añadió 25 g/L de etanol y 250 μM de ácido ferúlico o 
vainillina  como  inductores  (Figura  3.3). Después  de  5  días  de  cultivo  se 
realizó el screening de actividad lacasa con ABTS y DMP según se indica en 
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el  apartado  3.2.7.3.1.  Cada  valor  se  obtuvo  de  la  media  de  cinco 
microcultivos. 
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Figura 3.3. Ensayo de optimización de las condiciones de inducción. 

3.2.7.3. Preparación de las librerías para High‐Throughput Screening (HTP) 

Las células de S. cerevisiae transformadas con la correspondiente genoteca 
y el vector pJRoC30 linearizado se sembraron en placas con medio mínimo 
y se incubaron como se indica en el apartado anterior. La columna completa 
numero 6 de cada placa se inoculó con el tipo parental de forma que fuese la 
columna de  referencia, y uno de  los pocillos  (H1) no  se  inoculó para que 
sirviese de blanco con medio de cultivo únicamente. El medio de expresión 
añadido a  los pocillos contuvo 25 g/L de etanol y 2 mM de CuSO4. Tras 5 
días de  incubación  en  la primera  generación,  y  24 h  en  las  siguientes,  se 
centrifugaron  las placas durante 5 min a 3200 g y 4  °C  en una  centrífuga 
Eppendorf  5810R.  Posteriormente,  20  μL  del  sobrenadante  de  cada  pocillo 
fueron transferidos desde la placa maestra a cada una de las placas réplica 
mediante un robot manipulador de líquidos Quadra 96‐320 (Tomtec). 

3.2.7.3.1. Ensayos colorimétricos 

Screening  de  actividad:  el  ensayo  sistemático  de  actividad  lacasa  se 
realizó  por  duplicado  frente  a  un  sustrato  no  fenólico  (ABTS)  y  a  otro 
fenólico  (DMP).  En  ambos  casos  se  añadieron  sobre  la  placa  réplica 
(conteniendo 20 μL de sobrenadante) 180 μL de sustrato en concentración 
final 3 mM en tampón acetato sódico 100 mM, pH 5,0 con la ayuda del robot 
y se agitaron las placas brevemente. La absorbancia inicial de las muestras a 
418  y  469  nm para  el ABTS  y DMP,  respectivamente,  se midió de  forma 
inmediata  en  un  lector  de  placas  Versa  Max  (Molecular  Devices). 
Posteriormente,  se  incubaron  las  placas  a  temperatura  ambiente  y  en 
oscuridad  hasta  que  se desarrolló  el  color  verde del  radical  catiónico del 
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ABTS (ε418 36.000 M‐1cm‐1) o el color naranja del DMP oxidado (ε469 27.500 M‐

1cm‐1)  (Figura  3.4).  Las  actividades  se  calcularon  a  partir  de  la  diferencia 
entre  las  absorbancias  final  e  inicial  en  cada  pocillo.  Las  actividades 
relativas se normalizaron con respecto a la actividad del tipo parental de la 
placa correspondiente.  

Aquellos mutantes seleccionados que mostraron mayor actividad frente a 
ABTS o frente a DMP fueron sometidos a dos re‐screenings consecutivos: 

Primer  re‐screening:  alícuotas  de  5  μL  de  los  clones  seleccionados  se 
inocularon  en  placas  multipocillo  con  50  μL  de  medio  mínimo.  Las 
columnas y filas de los extremos de la placa (columnas 1 y 12, filas A y H) 
no  se  utilizaron  para  evitar  problemas  de  evaporación.  Tras  24  h  de 
incubación  a  30  °C  y  210  rpm,  se  transfirieron  5  μL  a  los  4  pocillos 
adyacentes  incubándose  en  las  mismas  condiciones  que  los  anteriores. 
Posteriormente se añadió 160 μL de medio de expresión y se incubaron las 
placas durante 5 días en la primera generación y 24 h en las siguientes, a 30 
°C y 210 rpm. Con el parental se procedió de  la misma manera situándose 
en la fila D en los pocillos 7‐11. Las placas se sometieron al mismo protocolo 
de  screening que en el caso anterior, con  la salvedad de que cada valor de 
actividad procedió de la media de 4 microcultivos por clon (Figura 3.4). 

Segundo re‐screening de actividad: alícuotas de 100 μL de los clones más 
activos del primer re‐screening se crecieron en 3 mL de YPD a 30 °C y 210 
rpm durante 24 h. Se extrajeron  los plásmidos de estos cultivos  (Zymoprep 
yeast plasmid miniprep kit). Como el producto de  las zymoprep no fue de  la 
pureza  necesaria  y  la  concentración  del ADN  extraído  fue muy  baja,  se 
transformaron  los  plásmidos  en  células  de  E.  coli  supercompetentes XL2‐
blue  según el protocolo correspondiente  (Stratagene) y  se  seleccionaron en 
placas LB/amp. Colonias aisladas se inocularon en 5 mL de medio LB/amp y 
se crecieron o/n a 37 °C. Se extrajeron los plásmidos (QIAprep spin miniprep 
kit) y se transformaron células de S. cerevisiae con  los mejores mutantes así 
como con el correspondiente tipo parental. El ensayo colorimétrico se llevó 
a  cabo  de  la misma manera  que  en  casos  anteriores,  pero  cada  valor  de 
actividad procedió de la media de 5 microcultivos por clon (Figura 3.5). 
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Figura 3.4. Esquema del protocolo de  ensayo  sistemático de  exploración y  selección de 
actividad  lacasa  (high‐throughput  screening  y  primer  re‐screening).  El  recuadro  verde 
corresponde  a  los  pocillos  con  la  lacasa  parental  y  el  azul  representa  la  forma  de 
transferencia de colonias a la placa. 
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Figura  3.5.  Esquema  del  protocolo  del  segundo  re‐screening.  El  recuadro  verde 
corresponde  a  los  pocillos  con  la  lacasa  parental  y  el  azul  representa  la  forma  de 
transferencia de colonias a la placa 

En  la  primera  generación  se  realizó  un  Segundo  re‐screening  de 
termoestabilidad paralelo, de  la siguiente manera: La placa réplica con 20 
μL de sobrenadante se selló  (sealplate  tape Whatman uniseal 7704‐0001) y se 
incubó durante 2 h a 60 °C. Transcurrido este  tiempo se añadieron 180 μL 
de ABTS 3 mM en acetato sódico 100 mM pH 5,0 y se sometieron al  mismo 
protocolo descrito anteriormente. La actividad residual se calculó en base a 
las  actividades  iniciales  correspondientes  al  segundo  re‐screening  de 
actividad (Figura 3.5).  
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3.2.8. PROCESO DE EVOLUCIÓN DE LA LACASA DE P. cinnabarinus 

La mutagénesis  al  azar  del ADNc  lac1  (PcL)  se  indujo mediante  PCR‐
mutagénica  en  un  termociclador  de  gradiente  (Thermocycler  Mycycler, 
Biorad) bajo  los siguientes parámetros de reacción: 95 °C durante 2 min  (1 
ciclo), 94 °C durante 0.45 min, 53 °C durante 0.45 min, 74 °C durante 3 min 
(28 ciclos), y 74 °C durante 10 min (1 ciclo). Los oligonucleótidos utilizados 
para  la  amplificación mutagénica  fueron RMLN  directo  y RMLC  inverso 
(ver Tabla 3.2). El empleo de estos nucleótidos promovió la ligación in vivo 
de  los  productos  amplificados  por  PCR,  gracias  al  diseño  de  sendas 
extensiones  en  los  extremos  con  una  homología  de  40  pb  y  66  pb, 
respectivamente, con  los extremos digeridos con BamHI y XhoI del vector 
pJRoC30 linearizado.  

En cada una de las generaciones, los correspondientes productos de PCR 
fueron cargados en un gel semipreparativo de agarosa y purificados con el 
kit  Zymoclean  gel  DNA  recovery.  Los  productos  de  PCR  fueron 
posteriormente  clonados  en  las  células  de  S.  cerevisiae  mediante  la 
transformación in vivo en presencia del vector previamente linearizado. 

3.2.8.1. Condiciones de PCR mutagénica 

 Genotecas con Mutazima II: 

El índice de mutación se moduló variando la cantidad de ADN molde en 
la  reacción de PCR.  Se  crearon dos  genotecas, una de  bajo  (entre  0  y  4,5 
mutaciones por cada 1000 bp) y otra de medio índice de mutación (entre 4,5 
y 9 mutaciones por cada 1000 bp).  

Tabla 3.10. Composición de la reacción de PCR mutagénica 

Oligonucleótido RMLN directo  185 nM 
Oligonucleótido RMLC inverso  185 nM 
dNTPs   0,8 mM3 

DMSO   3 % (v/v) 
Buffer Mutazima (10X)  5 μL 
Mutazima ADN polimerasa II  2,5 U 
ADNc de lacasa molde  4,65 μg1 o 2 μg2 
Completar con agua milli Q hasta  50 μL 

1Bajo índice de mutación. 
2Medio índice de mutación. 
30,2 mM de cada dNTP. 
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 Genotecas con Taq polimerasa/MnCl2: 

La  tasa de mutación  se  controló  variando  la  concentración de MnCl2  y 
utilizando dNTPs balanceados.  

Tabla 3.11. Composición de la reacción de PCR mutagénica 

Buffer Taq (10X)  5 μL
DMSO  3 % (v/v)
MgCl2 25 mM  1,5 mM
dNTPs   0,3 mM1  
ADNc de lacasa molde  4,6 ng
Oligonucleótido RMLN directo  90 nM
Oligonucleótido RMLC inverso  90 nM
MnCl2   0,01 mM
Taq polimerasa   2,5 U  
Completar con agua milli Q hasta  50 μL

    10,075 mM de cada dNTP 

3.2.8.2. Primera generación: PCR mutagénica con Mutazima II 

Usando como parental  la secuencia α‐PcL, se construyeron y exploraron 
dos genotecas de 1000 mutantes de cada una, una de bajo y otra de medio 
índice de mutación (Tabla 3.10). 

Para  cada  genoteca  las  mezclas  de  transformación  en  S.  cerevisiae 
contenían  400  ng  de  producto  de  cada  librería  y  100  ng  de  plásmido 
pJRoC30  linearizado  (relación  vector:producto  de  PCR  1:4).  Del  mismo 
modo  se  transformaron  células  competentes  de  S.  cerevisiae  con  la 
construcción  α‐PcL,  en  presencia  del  plásmido  linearizado,  para  su  uso 
como parental. 

El ensayo sistemático de actividad (punto final) se desarrolló de acuerdo 
con el apartado 3.2.7.3.1, con ABTS y DMP. En esta generación se realizó un 
segundo  re‐screening  adicional de  termoestabilidad utilizando ABTS  como 
sustrato. 

3.2.8.3. Segunda generación: PCR mutagénica con Taq/MnCl2 y barajado 
in vivo de ADN 

Los  mejores  mutantes  de  la  primera  generación  se  tomaron  como 
parentales  para  un  nuevo  ciclo  de  evolución  mediante  mutagénesis 
inducida con Taq/MnCl2  según las condiciones indicadas en la tabla 3.11, y 
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posterior recombinación de estos productos en la levadura (barajado in vivo 
de ADN).  

150 ng de cada uno de los productos de PCR mutagénica (600 ng totales) 
se mezclaron con 150 ng del vector linearizado (relación vector:producto de 
PCR  1:4)  y  se  transformaron  en  S.  cerevisiae.  Se  exploraron  cerca de  2000 
clones  de  esta  genoteca  en  el  ensayo  sistemático  de  actividad  (HTP 
screening), en el que se  tomó  la actividad del mejor mutante de  la primera 
generación como referencia (parental), por lo que se transformaron también 
células  de  S.  cerevisiae  con  este  mutante.  El  screening  de  punto  final  se 
desarrolló de acuerdo con el apartado 3.2.7.3.1.  

3.2.8.4. Tercera generación: PCR mutagénica con Taq/MnCl2 y barajado in 
vivo de ADN 

Los mutantes seleccionados de la segunda generación fueron sometidos a 
un  nuevo  ciclo  de  evolución mediante  PCR mutagénica  con  Taq/MnCl2, 
para posteriormente recombinar estos productos mediante barajado  in vivo 
de ADN. Las condiciones utilizadas en  la PCR propensa a error fueron  las 
mismas  que  las  empleadas  en  la  segunda  generación  (Tabla  3.11).  Se 
transformaron  células  de  S.  cerevisiae  con  150  ng  de  cada  uno  de  los  6 
productos  de  PCR  mutagénica  (900  ng  totales)  y  225  ng  del  vector 
linearizado, manteniendo así  la relación vector:producto de PCR en 1:4. Se 
exploraron unos 2000 clones de la genoteca construida.  

Además, se transformó S. cerevisiae de manera independiente con el mejor 
mutante  de  la  segunda  generación,  para  ser  utilizado  como  referencia 
(parental) en  el  ensayo  sistemático  colorimétrico de actividad, de acuerdo 
con el apartado 3.2.7.3.1, con ABTS y DMP como sustratos.  

 

3.2.9. MUTAGÉNESIS DE LOS RESIDUOS R(α2)S Y A240P MEDIANTE 
IVOE 

La  introducción  de mutaciones  puntuales  se  llevó  a  cabo mediante  la 
estrategia  de  In  Vivo  Overlap  Extension  (IVOE)  (Alcalde  et  al.,  2006)  que 
consiste en crear dos o más productos de PCR a partir de oligonucleótidos 
que contienen la mutación en la posición o posiciones sometidas a estudio, 
para  posteriormente  facilitar  su  recombinación  in  vivo  durante  la 
transformación en S. cerevisiae, junto con el plásmido linearizado. 
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El mejor mutante de la tercera generación fue sometido a mutagénesis en 
la  posición  2  del  factor  α,  situada  en  el  prepéptido  para  sustituir  el 
aminoácido Arg por Ser y  en  la posición  240 de  la proteína madura para 
reemplazar Ala por Pro.  

La  transformación  en  la  levadura  se  realizó mezclando  200 ng de  cada 
uno de los dos productos de PCR con 100 ng de vector pJRoC30 linearizado 
(relación  vector:  productos  de  PCR  1:4),  según  el  protocolo  del  apartado 
3.2.7.1.  Posteriormente  se  exploró  una  librería  de  aproximadamente  400 
clones  con  el  fin  de  detectar  posibles  combinaciones  (mutación  R(α2)S, 
mutación A240P o ambas) que resultasen beneficiosas. 

El screening de actividad se realizó con ABTS 3 mM en tampón acetato 
sódico pH 5,0, según el apartado 3.2.7.3.1. 

Tabla 3.12. Mezcla para las reacciones de PCR 1 y 2 

Pfu Ultra  2,5 U 
Buffer Pfu Ultra (10X)  5 μL 
DMSO  3 % (v/v) 
Gen del mutante 7A9  100 ng 
dNTPs   1 mM3 
Oligonucleótido RMLN directo y 3SA240P inverso1  0,25 μM 
Oligonucleótido RMLC inverso y 2SPREAL directo2  0,25 μM 
Completar con agua milli Q hasta  50 μL 

   1 Oligonucleótidos empleados para la reacción de PCR 1. 
   2 Oligonucleótidos empleados para la reacción de PCR 2. 
   3 0,25 mM de cada dNTP. 

Los parámetros de la reacción de PCR fueron los siguientes: 95 °C durante 2 min (1 ciclo); 
94 °C durante 0.45 min, 55 °C durante 0.45 min, 74 °C durante 2 min (28 ciclos); y 74 °C 
durante 10 min (1 ciclo). 

Tabla 3.13. Oligonucleótidos empleados 

Nombre  Secuencia 

RMLN directo  5’ CCTCTATACTTTAACGTCAAGG 3’ 

3SA240P inverso  5´ GCACGAAGGAGTAGCGCTGCGCAGGAAAAATCTGGATTGAATC 3´ 

2SPREAL directo  5´ GGATCCATAAGATCTATGAGTTTTCCTTCAATTTTTACTGC 3´ 

RMLC inverso  5’ GGGAGGGCGTGAATGTAAGC 3’ 
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3.2.10.  PRODUCCIÓN Y PURIFICACIÓN DE LA VARIANTE 7A9  

3.2.10.1. Optimización de las condiciones de producción 

3.2.10.1.1.  Efecto de la concentración de cobre  

Se cultivaron las células de S. cerevisiae transformadas con el mutante 7A9 
en 3 mL de medio mínimo durante 48 h, a 30 °C y 250 rpm (Micromagmix 
shaker, Ovan). Una alícuota de este precultivo se inoculó para alcanzar una 
DO600 de 0,25 en un volumen  total de 1 mL de medio mínimo. Cuando se 
completaron dos  ciclos de  crecimiento  (DO600 =  1,  6‐8 h de  incubación)  se 
añadieron 9 mL de medio de expresión conteniendo 25 g/L de etanol y 1, 2, 
3, 4, 6, 8 ó 13 mM CuSO4 en matraces de 100 mL  con  tampón poroso. Se 
incubaron a 30 °C y 250 rpm durante 48 h, tomando lecturas de actividad y 
de DO600 hasta alcanzar la fase estacionaria. La actividad lacasa se midió con 
ABTS 3 mM en tampón acetato sódico 100 mM, pH 5,0. 

3.2.10.1.2.  Efecto de la temperatura 

  Los transformantes de S. cerevisiae productores de la variante 7A9 fueron 
cultivados de forma análoga a lo descrito en el apartado anterior durante 48 
h. Una alícuota del precultivo se  inoculó para alcanzar una DO600 de 0,25, 
esta  vez  en  un  volumen  total  de  20 mL  de medio mínimo.  Cuando  se 
completaron dos  ciclos de  crecimiento  se  añadieron  180 mL de medio de 
expresión conteniendo 25 g/L de etanol y 4mM de CuSO4 en matraces de 2 L 
con tampón poroso. Se incubaron a 20 y 30 °C y 250 rpm, tomando lecturas 
de actividad y DO600 hasta alcanzar la fase estacionaria. La actividad lacasa 
se detectó con ABTS 3 mM en tampón acetato sódico 100 mM, pH 5,0. 

3.2.10.2. Producción de la variante 7A9 

El protocolo  seguido para  la producción de  lacasa  fue  el descrito  en  el 
apartado anterior, seleccionando la concentración final de 4 mM de CuSO4 y 
la temperatura de 20 °C. El cultivo se paró tras 5 días de incubación, cuando 
tanto el crecimiento celular como la actividad lacasa se estacionaron (DO600 
35; actividad lacasa 40 U/L). 

El cultivo se centrifugó a 4 °C y 13.000 rpm durante 15 minutos.  
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3.2.10.3. Purificación de la variante 7A9 

1. El  sobrenadante  obtenido  en  el  apartado  anterior  se  concentró  por 
ultrafiltración  tangencial.  La muestra  se  hizo  pasar  a  través  de  una 
membrana de 5 kDa de  tamaño de poro  (Minisette, Filtron) mediante 
un  flujo  proporcionado  por  una  bomba  peristáltica  (Masterflex  easy‐
load, Cole‐Palmer).  

2. Se realizó un segundo paso de concentración mediante ultrafiltración 
bajo  presión  (ejercida  con  nitrógeno)  con  membrana  de  3  kDa  de 
tamaño de poro (Amicon YM3, Millipore). 

3. El concentrado se dializó en tampón A (acetato sódico 25 mM, pH 5,0) 
previamente  a  la  cromatografía  de  intercambio  aniónico  de  baja 
resolución.  Para  ello  se  utilizó  un  cartucho  HiTrap‐Q  (Amersham 
Biosciences)  acoplado  a  un  equipo  EconoSystem  (Bio‐Rad).  Tras 
equilibrar el cartucho con solución A se aplicó  la muestra y se  lavó  la 
columna  con  la  misma  solución  para  eliminar  toda  la  fracción  no 
retenida, hasta que  la absorbancia a 280 nm fue constante. La fracción 
retenida se eluyó con un gradiente en dos fases de solución B (NaCl 1 
M en tampón acetato sódico 25 mM, pH 5,0), de 0 a 20 % en 45 min y de 
20 a 100 % en 5 min, a un flujo de 1 mL/min. 

4. De nuevo,  las fracciones con actividad lacasa se dializaron en tampón 
A  como  paso  previo  a  la  última  fase  de  purificación  basada  en 
cromatografía de  intercambio aniónico de alta  resolución. Se utilizó 
una columna Resource Q (Amersham Biosciences) acoplada a un equipo 
AKTApurifier  (Amersham  Biosciences).  Se  equilibró  la  columna  con 
solución A y la fracción retenida se eluyó con un gradiente en dos fases 
con solución B, de 0 a 20 % en 20 min y de 20 a 100 % en 10 min, a un 
flujo de 2 mL/min. 

5. Finalmente,  las  fracciones  con  actividad  lacasa  se dializaron  frente  a 
acetato  sódico  25  mM,  pH  5,0  y  se  concentraron  mediante 
ultrafiltración bajo presión con membrana de 3 kDa. La proteína pura 
se almacenó a ‐20 °C. 
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3.2.11.  CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE LA VARIANTE 7A9  

3.2.11.1. Electroforesis SDS‐PAGE y desglicosilación 

La  proteína  purificada  se  desglicosiló  con  la  enzima  péptido‐N‐
glicosidasa  F  (PNGasa  F),  que  hidroliza  los  oligosacáridos  unidos  a  los 
residuos de Asp. Concretamente, 8  μg de  lacasa pura  se desnaturalizaron 
con SDS 0,2 % (p/v) y β‐mercaptoetanol 100 mM, a 100 °C durante 10 min. 
Posteriormente se añadieron 2,5 U de PNGasa F y la mezcla de reacción se 
incubó  o/n  a  37  °C.  La  reacción  se  paró  a  100  °C  durante  10 min.  Los 
productos  se  analizaron  en un  gel de  electroforesis  (SDS‐PAGE)  al  7,5 % 
(p/v) teñido con azul de Coomasie. Se utilizó una solución stock de acrilamida 
al 29,2 % (p/v) y bisacrilamida al 0,8 % (p/v). El tampón de carrera fue tris‐
glicina (0,25 M de tris base, 2 M de glicina, pH 8,8) con SDS al 0,1 % (p/v). 
Las carreras se desarrollaron a 100 V en un equipo Mini‐PROTEAN  III de 
Bio‐Rad. Para  conseguir  las  condiciones desnaturalizantes  se hirvieron  las 
muestras durante 5 min con tampón de carga y β‐mercaptoetanol (1,45 g/L 
Tris‐HCl, pH 8,5; 20 mL/L glicerol; 0,4 g/L SDS; 0,1 g/L azul de bromofenol; 
y  5 %  (v/v)  de  β‐mercaptoetanol)  en  relación  4:1.  Para  calcular  la masa 
molecular,  se  comparó  la  banda  obtenida  para  la  muestra  con  los 
correspondientes patrones de masa molecular (High Range Molecular Weight 
Standards de Bio‐Rad). 

La tinción de los geles se realizó sumergiéndolos durante 30 min en una 
solución de azul Coomassie R‐250 que contenía 40 % de metanol (v/v), 10 % 
de ácido acético (v/v) y 0,1 % de azul Coomassie R‐250 (p/v). Posteriormente, 
los geles se  lavaron sucesivas veces en una solución de metanol‐acético en 
agua  (40  %  metanol,  (v/v),  10  %  ácido  acético  (v/v))  para  eliminar  el 
colorante no fijado a las bandas de proteína. 

3.2.11.2. Cálculo de parámetros cinéticos 

Los parámetros cinéticos (Km, Vmax, kcat y kcat/Km) de la oxidación de ABTS 
(ε418 36.000 M‐1 cm‐1) y DMP  (ε469 27.500 M‐1 cm‐1) por  las enzimas nativa y 
mutante se determinaron en tampón acetato sódico 100 mM, pH 5,0 a 25 °C, 
en un lector de microplacas Versa Max (Molecular Devices). Los parámetros 
cinéticos se obtuvieron mediante un ajuste no lineal por mínimos cuadrados 
del  modelo  de  Michaelis‐Menten  utilizando  el  programa  informático 
SigmaPlot 7.101. Cada dato experimental se obtuvo a partir de la media de 
tres experimentos independientes. 
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3.2.11.3. Estabilidad frente a temperatura 

El  estudio  de  termoestabilidad  se  realizó  con  ayuda  del  termociclador 
Mycycler equipado con un formador de gradientes (Bio‐Rad), el cual permite 
crear  gradientes  de  temperatura  a  diferentes  intervalos.  Se  prepararon 
diluciones de las proteínas en tampón acetato sódico 100 mM, pH 5,0 de tal 
manera que alícuotas de 10 μL dieran una respuesta adecuada para medir la 
actividad en el lector de microplacas en modo cinético. Se incubaron 60 μL 
de  lacasa  por  cada  punto  del  gradiente.  El  gradiente  de  temperatura 
estudiado  comprendió el  intervalo 30‐80  °C  con  temperaturas  intermedias 
de 30,0 °C, 31,7 °C, 34,8 °C, 39,3 °C, 45,3 °C, 49,9 °C, 53 °C, 55 °C, 56,8 °C, 
59,9 °C, 64,3 °C, 70,3 °C, 75,0 °C, 78,1 °C y 80,0 °C. A diferentes tiempos de 
incubación  (2,  4  y  24  h)  se  extrajeron  alícuotas  de  10  μL  de  lacasa  y  se 
mezclaron con 190 μL de de ABTS 3 mM en tampón acetato sódico 100 mM, 
pH 5,0. La actividad se valoró en continuo  (oxidación de ABTS a 418 nm). 
Las  actividades  se  relacionaron  con  la  actividad  inicial  a  temperatura 
ambiente. Cada valor procedió de tres medidas independientes.  

3.2.11.4. pH óptimo 

Los perfiles de pH de  la actividad de  las  lacasas  (nativa y obtenida por 
evolución) se realizaron en tampón Britton y Robinson 100 mM en un rango 
de pH entre 2,0 y 9,0 (ajustados con NaOH). Se prepararon diluciones de las 
enzimas en tampón acetato sódico 100 mM, pH 5,0 para que alícuotas de 10 
μL dieran  una  respuesta de  actividad  adecuada durante  la medida  en  el 
lector de microplacas en modo cinético. Las lacasas (10 μL) se añadieron por 
filas y  el  tampón  a diferentes pHs  (180  μL) por  columnas. Finalmente,  se 
añadieron 10 μL de ABTS 60 mM y se midieron las actividades de cada una 
de las condiciones por triplicado.  
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4.1. MEDIADORES  REDOX  DE  LACASA  DE  ORIGEN 
NATURAL 

4.1.1. PROPIEDADES  DE  LOS  COMPUESTOS  FENÓLICOS 
RELACIONADOS CON LA LIGNINA 

4.1.1.1. Efecto sobre el crecimiento de P. cinnabarinus en placa 

  Se  ensayó  el  efecto  de  cinco  compuestos  fenólicos:  acetosiringona, 
siringaldehído,  ácido  sinápico,  ácido  ferúlico  y  ácido  p‐cumárico  en  el 
crecimiento  del  hongo  P.  cinnabarinus.  Los  resultados  se  muestran  en 
porcentaje  relativo  a  la  colonización  total  de  la  placa  por  el  hongo, 
alcanzada tras 13 días de incubación (control). 

  De  todos  ellos,  ninguno  resultó  ser  tóxico  para  el  hongo  en  las 
concentraciones  ensayadas. Los  ácidos  p‐hidroxicinámicos,  ácido  sinápico, 
ferúlico  y  p‐cumárico,  resultaron  ser  inductores  del  crecimiento  de  P. 
cinnabarinus,  incrementando  un  15  %  dicho  crecimiento  con  respecto  al 
crecimiento del hongo en su ausencia. Únicamente la concentración más alta 
de ácido ferúlico ensayada no promovió el crecimiento.  
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Figura 4.1 Efecto de  la adición de ácido  ferúlico  (FER), sinápico  (SI), p‐cumarico  (PCU), 
acetosiringona (AS) y siringaldehído (SA) en dos concentraciones diferentes (250 μM   y 
1 mM  ) en el crecimiento de P. cinnabarinus tras 6 días de cultivo. Cultivo del hongo en 
ausencia de compuestos añadidos   (C).  
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Tabla 4.1. Estructura de  los compuestos fenólicos relacionados con  la  lignina, ensayados 
como mediadores  redox de  lacasa  en  esta  tesis.  Se  incluyen  también  las  estructuras de 
ABTS, DMP y HBT. 
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4.1.1.2. Caracterización como sustratos de lacasa 

  Se calcularon las cinéticas de oxidación por la lacasa de P. cinnabarinus de 
los  compuestos  fenólicos  relacionados  con  la  lignina  (Tabla  4.2)  y  se 
compararon  con  las  constantes  obtenidas  para  dos  sustratos  típicos  de 
lacasa: ABTS y 2,6‐dimetoxifenol (DMP). 

El  ácido  sinápico  fue  rápidamente  oxidado  por  la  lacasa,  siendo  la 
eficiencia  (kcat/Km) de  la  lacasa para este compuesto 15 veces mayor que  la 
encontrada para el ABTS y 2 veces mayor que para el DMP. El ácido ferúlico 
resultó  ser  el  segundo  mejor  sustrato  de  la  lacasa  de  entre  todos  los 
compuestos fenólicos ensayados, con una eficiencia unas 6 veces mayor que 
para el ABTS, y ligeramente inferior a la del DMP. 

Aunque con ligeras diferencias, tanto acetosiringona como siringaldehído 
también fueron mejores sustratos de lacasa que el ABTS. 

  La lacasa de P. cinnabarinus presenta eficiencias similares para el ácido p‐
cumárico, la vainillina y la acetovainillona. 

Tabla 4.2. Constantes cinéticas de  la oxidación de  los compuestos fenólicos relacionados 
con la lignina por la lacasa de P. cinnabarinus, comparadas con las de ABTS y DMP.  

 

4.1.1.3. Capacidad antioxidante  

Las  actividades  antioxidantes de  los  compuestos  fenólicos  relacionados 
con la lignina fueron evaluadas a través de su capacidad para “secuestrar” 
el  radical  ABTS●+  (generado  químicamente)  y  expresadas  como  valores 

  Km (μM)  kcat (s‐1)  kcat/Km (s‐1 μM‐1) 

Ácido p‐cumárico  88,1  0,8  0,01 

Ácido ferúlico  7,4  13,0  1,77 

Ácido sinápico  5,4  24,6  4,54 

Acetosiringona  29,3  17,2  0,59 

Siringaldehído  68,3  23,0  0,34 

Vainillina  18,3  0,9  0,05 

Acetovainillona  101,3  2,7  0,03 

ABTS  18,7  5,5  0,29 

DMP  3,6  8,7  2,43 
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TEAC  (Capacidad Antioxidante Equivalente a  la de Trolox). Se  incluyó el 
mediador artificial HBT en la comparación. 

La capacidad antioxidante  fue ensayada en etanol y PBS  (pH 7,4), como 
medios habituales, y también en citrato sódico (pH 5,0) para determinar las 
actividades antioxidantes de los fenoles relacionados con la lignina bajo las 
condiciones utilizadas en las reacciones con lacasa‐mediador. 
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Figura 4.2. Actividades antioxidantes de diferentes compuestos fenólicos relacionados con 
la  lignina  (12,5  μM):  acetosiringona  (AS),  siringaldehído  (SA),  vainillina  (VAI), 
acetovainillona  (ACVAI), ácido p‐cumárico  (PCU), ácido  ferúlico  (FER) y ácido sinápico 
(SI),  comparadas  con  las  del  Trolox  y  el  HBT,  determinadas  por  el  descenso  de 
absorbancia a 734 nm, debido a la reducción del ABTS●+ en citrato sódico pH 5,0.  

Los resultados obtenidos en citrato sódico pH 5,0 ponen de manifiesto la 
existencia  de  dos  grupos  diferenciados  de  compuestos  en  cuanto  a  su 
capacidad  antioxidante  (Figura  4.2);  de  un  lado,  los  ácidos  p‐
hidroxicinámicos,  con  mayor  poder  antioxidante  que  el  antioxidante  de 
referencia Trolox y de otro lado, el resto de compuestos fenólicos ensayados 
(el HBT carece totalmente de esta capacidad). 

El  ácido  sinápico  mostró  el  mayor  valor  TEAC  en  los  tres  medios 
ensayados,  seguido  por  el  ácido  ferúlico  (Tabla  4.3).  El  ácido  p‐cumárico 
presentó significantemente menor capacidad antioxidante en etanol (valores 
dos  veces  menores)  que  los  ácidos  ferúlico  y  sinápico.  En  general,  los 
valores TEAC determinados en PBS fueron significantemente mayores que 
en  etanol  y  también  ligeramente mayores  que  los  obtenidos  en  tampón 
citrato. 
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Tabla  4.3.  Actividades  antioxidantes  de  los  compuestos  fenólicos  relacionados  con  la 
lignina  y  del HBT  (12,5  μM),  determinadas  como  la  capacidad  de  secuestrar  radicales 
ABTS●+ después de 6 min (referida a la de Trolox).  

  Etanol  PBS (pH 7,4)  Citrato (pH 5,0) 

Ácido p‐cumárico  0,47  2,02  1,93 

Ácido ferúlico  1,08  2,20  1,88 

Ácido sinápico  1,15  2,23  2,08 

Acetosiringona  0,44  1,21  0,23 

Siringaldehído  0,36  1,21  0,58 

Vainillina  0,33  0,98  0,21 

Acetovainillona  0,33  1,38  0,42 

HBT  0,33  0,06  0,00 

Trolox  1,00  1,00  1,00 

 

4.1.1.4. Capacidad  mediadora  de  los  ácidos  p‐hidroxicinámicos  en 
reacciones con lacasa‐ABTS 

En  esta  ocasión,  el  radical  ABTS●+  fue  generado  enzimáticamente 
mediante su oxidación por lacasa (espectro gris, Figura 4.3). La reacción se 
mantuvo durante 5 min para asegurar su completa oxidación (aunque ésta 
se  alcanzó  en  los  primeros  180  seg).  A  continuación,  se  añadió  ácido 
sinápico,  ferúlico o p‐cumárico a  la mezcla de reacción y se monitorizaron 
los  cambios  en  el  espectro  UV‐visible  durante  otros  5  min  (recogiendo 
espectros cada 10 seg).  

En  todos  los  casos,  se  observó  la  reducción del  radical ABTS●+  por  los 
ácidos  p‐hidroxicinámicos  (espectro  rojo,  Figura  4.3),  siendo  el  ácido 
sinápico el más rápido en reducirlo, seguido del ácido ferúlico y del ácido p‐
cumárico,  de  acuerdo  a  sus  respectivas  capacidades  antioxidantes 
mostradas en el apartado anterior.  

Así,  el  ácido  sinápico  (Figura  4.3  A)  fue  capaz  de  reducir  de  forma 
instantánea los radicales ABTS●+ de manera que el espectro inicial recogido 
en  el  momento  de  añadir  el  ácido  sinápico  corresponde  al  ABTS 
completamente  reducido  (línea  roja).  Inmediatamente después comenzó  la 
rápida  re‐oxidación de ABTS  como  se observa  en  los  siguientes  espectros 
por  el  incremento  de  absorbancia  a  420  nm  y  el  descenso  a  335  nm, 
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simultáneamente con el incremento a 540 nm correspondiente a la oxidación 
del ácido sinápico por la lacasa (inserto). La oxidación completa del ABTS se 
obtuvo a los 240 seg (espectro azul, Figura 4.3 A). 

En  presencia  de  ácido  ferúlico  (Figura  4.3  B),  el  radical  ABTS●+  fue 
también  rápidamente  reducido  (línea  roja),  comenzando a  continuación  la 
re‐oxidación del ABTS,  al mismo  tiempo que  se producía  la oxidación de 
ácido  ferúlico  por  la  lacasa  (descenso  de  absorbancia  a  280‐350  nm).  Sin 
embargo,  esta  re‐oxidación  de  ABTS  fue más  lenta  que  en  presencia  de 
ácido  sinápico. De  hecho,  después  de  240  seg  la  oxidación  de ABTS  por 
lacasa y ácido  ferúlico no había  finalizado  (espectro azul, Figura 4.3 B)  (el 
espectro se estabilizó después de 500 seg de reacción). 

Finalmente,  la reducción del radical ABTS●+ por el ácido p‐cumárico  fue 
notablemente  inferior y más  lenta que  la obtenida con el ácido  sinápico o 
ferúlico (Figura 4.3 C), ya que el primer espectro tras la adición de ácido p‐
cumárico  (línea  roja)  corresponde  al  todavía  parcialmente  oxidado ABTS 
que fue reducido durante los siguientes seg. El ácido p‐cumárico comenzó a 
ser  lentamente  oxidado  por  la  lacasa  (detectado  por  el  descenso  de 
absorbancia en el rango 250 a 320 nm) y, a pesar de ello, no se observó re‐
oxidación del ABTS durante los primeros 240 seg (espectro azul, Figura 4.3 
C).  Fueron  necesarios  650  seg  de  reacción  para  obtener  la  máxima  re‐
oxidación del ABTS. 
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Figura 4.3. Espectros de oxidación/reducción de ABTS (50 μM) por lacasa en presencia de 
ácido sinápico (A), ácido ferúlico (B) y ácido p‐cumárico (C) (50 μM). Insertos: espectros 
de  oxidación máxima  de ABTS  obtenida  con  lacasa‐SI,  lacasa‐FER  y  lacasa‐PCU  (línea 
negra),  espectro de  los mediadores oxidados por  lacasa  (espectro verde) y  espectro del 
ABTS oxidado por lacasa en ausencia de mediador (línea gris). 
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4.1.2. TRANSFORMACIÓN  DE  HIDROCARBUROS  AROMÁTICOS 
POLICÍCLICOS POR LACASA Y MEDIADORES NATURALES 

Se  ensayó  la  capacidad de diversos  compuestos  fenólicos  relacionados 
con  la  lignina  como  acetosiringona,  siringaldehído,  vainillina, 
acetovainillona,  y  los  ácido  p‐hidroxicinámicos  p‐cumárico,  ferúlico  y 
sinápico,  para  promover  la  transformación  de  PAHs  por  lacasa, 
comparándose con la del mediador artificial HBT. 

Tabla 4.4. Características de los PAHs empleados en este trabajo. 

PAH  Estructura 
Peso 

molecular 

Solubilidad  
en agua  
(mg/L) 

Potencial 
redox 

         

Antraceno 
 

178,23  0,045  1,09 V 

         

Benzo[a]pireno 

 

252,31  0,0038  1,27 V 

         

Pireno 

 

202,26  0,132  1,50 V 

         

Fenantreno 
 

178,23  4,57  1,50 V 

         

 

4.1.2.1. Screening de mediadores naturales 

  En  primer  lugar  se  evaluaron  las  capacidades  de  acetosiringona, 
siringaldehído,  vainillina,  acetovainillona  y  ácido  p‐cumárico  para 
promover  la  oxidación de  antraceno por  la  lacasa de P.  cinnabarinus  y  se 
compararon  con  la  del  mediador  artificial  HBT.  La  9,10‐antraquinona 
producida  en  la  reacción  fue  determinada  colorimétricamente  una  vez 
reducida con NaBH4 a 9,10‐hidroantraquinona (de color naranja).  
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  De todos los compuestos de origen natural ensayados como mediadores, 
el ácido p‐cumárico produjo  la mayor  transformación de antraceno a 9,10‐
antraquinona, similar a la obtenida con el mediador HBT (Figura 4.4). 
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Figura  4.4.  Producción  de  9,10‐hidroantraquinona  (detectada  a  419  nm)  a  partir  de  la 
oxidación de  antraceno  (250  μM)  con  lacasa de P.  cinnabarinus  (2 U/mL)  sola  (‐‐‐) y  en 
presencia  de  los  siguientes  mediadores  naturales  (500  μM):  acetosiringona  (•), 
siringaldehído (○), ácido p‐cumárico (▼), vainillina (∇), acetovainillona (■) y el mediador 
artificial HBT (□).  

  Para  confirmar  los  resultados  preliminares  obtenidos  con  el  ensayo 
colorimétrico, se llevó a cabo un screening de mediadores naturales de lacasa 
mediante  análisis  cromatográfico por HPLC. Además de  los  compuestos 
anteriormente  mencionados,  se  ensayaron  otros  dos  ácidos  p‐
hidroxicinámicos,  ferúlico  y  sinápico,  para  comparar  con  el  ácido  p‐
cumárico, con el que se habían obtenido los mejores resultados en el ensayo 
colorimétrico.  Además,  en  la  comparación  se  incluyeron  también  dos 
mediadores artificiales, HBT y ABTS.  

Se  cuantificó  la  degradación  de  antraceno  y  la  producción  de  9,10‐
antraquinona,  que  fue  el  principal  producto  de  oxidación  obtenido  con 
todos  los  sistemas  lacasa‐mediador  ensayados.  En  concordancia  con  los 
datos mostrados  anteriormente,  el  ácido  p‐cumárico  resultó  ser  el mejor 
mediador de  lacasa de  todos  los  compuestos de origen natural ensayados 
(seguido por vainillina y acetovainillona). Produjo una mayor y más rápida 
oxidación de antraceno que el ABTS y muy similar a  la obtenida con HBT 
(un  95 %  en  24  h  utilizando  lacasa  y  ácido  p‐cumárico  frente  al  99,5 % 
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utilizando lacasa y HBT) (Figura 4.5). De forma paralela, un 36 % y un 52 % 
de 9,10‐antraquinona fue producida por ambos sistemas respectivamente. 

Por otro  lado, ni  el  ácido  ferúlico ni  el  sinápico  actuaron  como buenos 
mediadores de lacasa.  
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Figura  4.5.  Porcentajes  molares  de  antraceno  residual  ( )  y  de  9,10‐antraquinona 
producida  ( )  después  de  24  h  de  oxidación  de  antraceno  (50  μM)  con  lacasa  de  P. 
cinnabarinus y diferentes mediadores (500 μM); acetosiringona (AS), siringaldehído (SA), 
vainillina  (VAI), acetovainillona  (ACVAI), ácido p‐cumárico  (PCU), ácido  ferúlico  (FER), 
ácido  sinápico  (SI),  HBT  y  ABTS;  Lac,  lacasa  sin  mediador.  Se  muestran  los  valores 
medios de 3 experimentos y los límites de confianza del 95 %. 

4.1.2.2. Oxidación de antraceno con lacasa y ácido p‐cumárico  

Una vez seleccionado el ácido p‐cumárico (PCU) como mediador natural 
de lacasa, de acuerdo con los resultados del apartado anterior, se determinó 
la  influencia  de  la  concentración  de  dicho  mediador  en  los  niveles  de 
oxidación de antraceno y producción de 9,10‐antraquinona. La lacasa de P. 
cinnabarinus fue capaz de transformar el 60 % del antraceno  inicial en 24 h 
sin  mediador,  sin  embargo,  solamente  se  obtuvo  un  9  %  de  9,10‐
antraquinona con respecto a la concentración molar inicial de antraceno. La 
presencia de ácido p‐cumárico promovió significativamente la degradación 
de antraceno (más del 90 % en 48 h), no siendo necesarias concentraciones 
de  éste  superiores  a  100  μM  (Figura  4.6 A).  Por  el  contrario,  existió  una 
correlación directa entre la concentración de este mediador y la cantidad de 
9,10‐antraquinona  producida  (Figura  4.6  B). Más  del  50 %  del  antraceno 
inicial  fue  transformado a 9,10‐antraquinona después de 48 h en presencia 
de  la  mayor  concentración  de  ácido  p‐cumárico.  En  presencia  de  altas 
concentraciones de mediador, la cantidad de quinona descendió tras más de 
48 h de incubación (no se muestran los datos), de igual manera que ocurrió 
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en presencia de HBT. Sin embargo, no se pudieron detectar otros productos 
de oxidación (u oligomerización), ni siquiera llevando a cabo una extracción 
líquida de las mezclas de reacción con acetato de etilo. 
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Figura 4.6. Efecto de la concentración de ácido p‐cumárico en la degradación de antraceno 
(50  μM)  (A)  y  producción  de  9,10‐antraquinona  (B)  por  la  lacasa  de  P.  cinnabarinus. 
Relaciones ácido p‐cumárico/antraceno de: 1 (●), 2 (∇), 4 (■), 10 (◊) y 20 (▲) y  lacasa sin 
mediador  (‐‐‐).  Se  muestran  los  valores  medios  de  3  experimentos  y  sus  límites  de 
confianza del 95 %. 

Por  otro  lado,  se  comparó  la  degradación  de  antraceno  por  el  sistema 
lacasa‐PCU  con  la  producida  por  lacasa  en  presencia  de  los mediadores 
artificiales HBT y ABTS, pudiéndose observar diferencias en  los productos 
de oxidación. Durante la transformación de antraceno por el sistema lacasa‐
ABTS, se detectó además de 9,10‐antraquinona, un producto de degradación 
que no apareció tras la oxidación con lacasa‐PCU o lacasa‐HBT (Figura 4.7). 
Durante las primeras 48 h de reacción con lacasa‐ABTS, la cantidad de 9,10‐
antraquinona aumentó hasta un 30 % con respecto a la concentración molar 
inicial de antraceno, mientras que  la  cantidad de este  segundo metabolito 
comenzó a descender después de 24 h (Figura 4.8), sugiriendo su posterior 
transformación por el sistema lacasa‐ABTS. 

Los espectros UV‐visible de antraceno y del producto desconocido fueron 
muy  similares.  El  análisis  por  HPLC/TOF‐MS  permitió  detectar  un 
compuesto  con  un  ión  mayoritario  con  m/z  195  (M+1=194+1)  que  se 
correspondería con la masa de la antrona o 9‐hidroxiantraceno. Intentos de 
identificación  adicionales  por  espectrometría  de  masas  con  impacto 
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electrónico no  arrojaron  resultados  concluyentes, debido  a  la  complejidad 
de los espectros obtenidos, que mostraban la existencia de diversas especies. 

9,10‐antraquinona

Antraceno

Lacasa‐PCU

Lacasa‐HBT

Lacasa‐ABTS

Metabolito 
de antraceno

10 15 20

Tiempo de retención (min)

O

O

9,10‐antraquinona

Antraceno

Lacasa‐PCU

Lacasa‐HBT

Lacasa‐ABTS

Metabolito 
de antraceno

10 15 20

Tiempo de retención (min)

O

O

 
Figura 4.7. Perfiles cromatográficos  tras 24 h de degradación de antraceno  (50 μM) con 
lacasa en presencia de ABTS, HBT o ácido p‐cumárico (PCU) como mediadores (500 μM). 

Tiempo (h)

0 8 16 24 32 40 48

A
nt
ra
ce
no
 (á

re
a)

0,0

4,0e+5

8,0e+5

1,2e+6

M
et
ab
ol
ito

s 
de
 a
nt
ra
ce
no
 (á

re
as
)

0,0

4,0e+4

8,0e+4

1,2e+5

1,6e+5

 
Figura 4.8. Desaparición de antraceno (50 μM) (●) y formación de 9,10‐antraquinona (○) y 
del producto desconocido (∇) durante la oxidación del PAH con lacasa‐ABTS (500 μM). Se 
muestran los valores medios de 3 experimentos y los límites de confianza del 95 %. 



Mediadores Redox de Lacasa de Origen Natural 

 97

4.1.2.3. Oxidación de benzo[a]pireno por lacasa y mediadores naturales  

Análogamente  al  ensayo  con  antraceno,  se  evaluó  la  capacidad  de 
acetosiringona, siringaldehído, vainillina, acetovainillona, ácido p‐cumárico, 
ácido  ferúlico  y  ácido  sinápico  para  promover  la  transformación  de 
benzo[a]pireno  por  la  lacasa  de  P.  cinnabarinus.  Se  compararon  los 
resultados  del  análisis  cromatográfico  con  los  obtenidos  utilizando  la 
enzima sola o en presencia de los mediadores artificiales HBT y ABTS. 

La lacasa en ausencia de mediador fue capaz de degradar únicamente un 
12 % del benzo[a]pireno tras 24 h de reacción. 

La  presencia  de  los  compuestos  naturales  vainillina,  acetovainillona,  y 
sobre  todo  de  ácido  p‐cumárico,  incrementaron  notablemente  la 
transformación  de  benzo[a]pireno  por  la  enzima  (Figura  4.9).  Con  éste 
último mediador,  de  la misma manera  que  ocurrió  para  el  antraceno,  se 
obtuvieron porcentajes de degradación significativamente mayores que  los 
obtenidos en presencia del resto de los compuestos naturales, similares a los 
obtenidos con lacasa‐HBT, y mejores que los alcanzados con lacasa‐ABTS. 
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Figura  4.9.  Benzo[a]pireno  residual  (%  con  respecto  a  la  concentración  inicial  50  μM) 
después de 24 h de oxidación con  lacasa de P. cinnabarinus y diferentes mediadores (500 
μM): acetosiringona (AS), siringaldehído (SA), vainillina (VAI), acetovainillona (ACVAI), 
ácido p‐cumárico (PCU), ácido ferúlico (FER), ácido sinápico (SI), HBT y ABTS; Lac, lacasa 
sin  mediador.  Se  muestran  los  valores  medios  de  3  experimentos  y  los  límites  de 
confianza del 95 %.  

4.1.2.4. Análisis de los productos de oxidación de benzo[a]pireno 

  Se  llevó  a  cabo  un  análisis  pormenorizado  de  los  productos  de 
degradación de benzo[a]pireno generados tras su oxidación con lacasa y el 
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mediador  natural  seleccionado,  PCU,  y  se  compararon  con  los  obtenidos 
con lacasa‐HBT y lacasa‐ABTS (Figura 4.10). 

 El  análisis  directo  por  HPLC  de  las mezclas  de  reacción  no  permitió 
detectar ningún producto de oxidación, aunque sí se detectó la acumulación 
de un producto mayoritario durante  la  transformación de  benzo[a]pireno 
por el sistema lacasa‐ABTS, que no fue observado con ninguno de los otros 
dos sistemas lacasa‐mediador (Figura 4.11). 

La  extracción  de  las muestras  con  acetato  de  etilo  y  su  concentración 
previa al análisis por HPLC‐PAD, permitió  la detección e  identificación de 
productos minoritarios generados durante  la oxidación de benzo[a]pireno 
con  los  tres  sistemas  lacasa‐mediador  ensayados. Entre dichos productos, 
tres de ellos mostraron el espectro característico de las benzo[a]pireno 1,6‐, 
3,6‐, y 6,12‐ quinonas (Figura 4.10) (Longfellow et al., 1993). 
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Figura  4.10.  Comparación  de  los  perfiles  cromatográficos  (HPLC‐PAD)  tras  48  h  de 
degradación de benzo[a]pireno (50 μM) con lacasa en presencia de ABTS, HBT o ácido p‐
cumárico  (PCU)  como mediadores  (500  μM). En  los  insertos  se muestran  los  espectros 
UV‐visible  de  las  tres  quinonas  derivadas  del  benzo[a]pireno,  producidas  por  los  tres 
sistemas  enzimáticos,  y  el  principal  producto  de  oxidación  de  la  reacción  con  lacasa‐
ABTS. 
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En  la  fracción soluble de  la mezcla de reacción no se detectaron nuevos 
productos  de  oxidación,  y  la  acidificación  de  la  muestra  previa  a  su 
extracción  con  acetato  de  etilo  y  análisis  por  HPLC  tampoco  supuso  la 
detección de otros productos de oxidación. 
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Figura  4.11.  Desaparición  de  benzo[a]pireno  (50  μM)  (●)  y  formación  del  producto 
desconocido detectado por HPLC (○) durante la oxidación por lacasa‐ABTS (500 μM). Se 
muestran los valores medios de 3 experimentos y los límites de confianza del 95 %. 

El espectro UV‐visible del principal pico detectado durante el análisis por 
HPLC‐PAD del benzo[a]pireno oxidado por lacasa‐ABTS fue muy similar al 
del benzo[a]pireno. El análisis por HPLC/TOF‐MS del extracto de acetato de 
etilo de la mezcla de reacción reveló un ión con m/z 311 (M+1) en este pico 
(aunque no se descartó la presencia de otras especias químicas). El espectro 
de masas  obtenido por  impacto  electrónico de  la  fracción más  volátil del 
mismo pico (Figura 4.12 A) confirmó la presencia de un producto de masa 
molecular 310. La formación de un derivado acetilado de benzo[a]pireno (6‐
benzo[a]pirenil acetato) se puso de manifiesto por  la existencia del ión con 
m/z 310 y el pico base con m/z 268 generado por la pérdida del grupo acetilo 
unido  al  6‐hidroxibenzo[a]pireno. Además,  se  encontraron  iones  con m/z 
119 y 239,  característicos del espectro de masas de diferentes  isómeros de 
hidroxibenzo[a]pireno. 



Resultados 

100 

0 100 200 300 400 500 600
0

20

40

60

80

100

120

119.3

239.1

268.1

310.1

A

6005004003002001000

m/z

120

100

80

60

40

20

0

A
lt
ur
a 
re
la
ti
va
 (%

)

B

m/z

m /z
0 1 0 0 2 0 0 3 0 0 4 0 0 5 0 0 6 0 0

R
el

at
iv

e 
he

ig
ht

 (%
)

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

1 2 0

311

283

227

327

268
90

255

239

B

6005004003002001000

m/z

120

100

80

60

40

20

0

A
lt
ur
a 
re
la
ti
va
 (%

)

0 100 200 300 400 500 600
0

20

40

60

80

100

120

119.3

239.1

268.1

310.1

A

6005004003002001000

m/z

120

100

80

60

40

20

0

A
lt
ur
a 
re
la
ti
va
 (%

)

0 100 200 300 400 500 600
0

20

40

60

80

100

120

119.3

239.1

268.1

310.1

A

6005004003002001000

m/z

120

100

80

60

40

20

0

120

100

80

60

40

20

0

A
lt
ur
a 
re
la
ti
va
 (%

)

B

m/z

m /z
0 1 0 0 2 0 0 3 0 0 4 0 0 5 0 0 6 0 0

R
el

at
iv

e 
he

ig
ht

 (%
)

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

1 2 0

311

283

227

327

268
90

255

239

B

6005004003002001000

m/z

120

100

80

60

40

20

0

A
lt
ur
a 
re
la
ti
va
 (%

)

B

m/z

m /z
0 1 0 0 2 0 0 3 0 0 4 0 0 5 0 0 6 0 0

R
el

at
iv

e 
he

ig
ht

 (%
)

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

1 2 0

311

283

227

327

268
90

255

239

B

6005004003002001000

m/z
6005004003002001000

m/z

120

100

80

60

40

20

0

120

100

80

60

40

20

0

A
lt
ur
a 
re
la
ti
va
 (%

)

 
Figura  4.12.  Espectro  de masas  del  principal  producto  obtenido  en  la  degradación  de 
benzo[a]pireno  (50  μM)  con  lacasa y ABTS  (500  μM)  tras  la extracción de  la mezcla de 
reacción  con  acetato de  etilo:  (A) MS‐impacto  electrónico de  la  fracción más volátil del 
pico desconocido y (B) MS‐APCI‐FIA del mismo pico (energía de fragmentación 30 V). 

La identificación de 6‐benzo[a]pirenil acetato como principal producto de 
la  oxidación  de  benzo[a]pireno  por  lacasa‐ABTS  se  confirmó  mediante 
análisis con  interfase APCI  (FIA), encontrando como principal  ión m/z 311 
(Figura  4.12  B),  que  fue más  o menos  fragmentado  dependiendo  de  las 
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energías de  fragmentación aplicadas. Además,  junto con  los  iones con m/z 
característicos  de  este  producto,  se  detectaron  otros  iones  que  podrían 
corresponder  a  un  derivado  de  oxidación  posterior  como  hidroxi‐6‐
benzo[a]pirenil acetato, con un  ión molecular de m/z 327  (M+1) y picos de 
fragmentación de m/z 283 y 255. 

Para  confirmar  la  identificación  de  este  producto,  se  llevó  a  cabo  la 
degradación de benzo[a]pireno  con  lacasa‐ABTS  en  tampón  citrato  sódico 
100 mM, pH 5,0 (en lugar de acetato sódico), y se comprobó la formación de 
las tres quinonas de benzo[a]pireno y la ausencia del metabolito mayoritario 
(benzo[a]pirenil acetato). 

4.1.2.5. Oxidación de diferentes PAHs por lacasa y ácido p‐cumárico 

  Se comparó la oxidación de antraceno, benzo[a]pireno y pireno por lacasa 
y ácido p‐cumárico, utilizando dos concentraciones de mediador, una baja 
(relación mediador/PAH de  2) y otra  alta  (relación mediador/PAH de  20) 
(Figura 4.13). 
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Figura 4.13. Degradación de antraceno (●), benzo[a]pireno (▼) y pireno (■) (50 μM) por 
lacasa y ácido p‐cumárico, utilizando dos concentraciones de mediador: 100 μM  (A) y 1 
mM (B). Se muestran los valores medios de 3 experimentos y los límites de confianza del 
95 %. 

 El pireno fue muy escasamente degradado por la lacasa de P. cinnabarinus 
en ausencia de mediador (sólo un 8 % tras 24 h de reacción). La presencia de 
ácido  p‐cumárico  incrementó  significativamente  la degradación de  pireno 
igual que ocurrió con antraceno y benzo[a]pireno. Además, la concentración 
del mediador  influyó positivamente en  la velocidad de degradación de  los 
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diferentes PAH. Es más,  la concentración de ácido p‐cumárico  influyó más 
notablemente  en  los porcentajes de degradación  finales de  los PAHs más 
recalcitrantes. Mientras que en la degradación de antraceno por lacasa‐PCU 
después  de  24  h  no  se  encontraron  diferencias  significativas,  el 
benzo[a]pireno y pireno residual descendieron 35 y 20 % (con respecto a la 
concentración  inicial de 50 μM),  respectivamente, cuando  la concentración 
de  ácido  p‐cumárico  se  incrementó  de  100  μM  a  1 mM.  A  las  48  h  de 
reacción  con  lacasa‐PCU  se  consiguió  la  transformación  completa  de 
antraceno y benzo[a]pireno y el 50 % de transformación de pireno. 

4.1.2.6. Reducción de la toxicidad de PAHs tras su oxidación por lacasa y 
ácido p‐cumárico 

  El  benzo[a]pireno  es  uno  de  los  PAHs  más  tóxicos  y  recalcitrantes, 
considerado como la novena sustancia más peligrosa debido a su potencial 
mutagénico  y  carcinogénico  en  la  salud  humana  (CDC  Priority  List  of 
Hazardous Substances, 2007). Por este motivo se ha elegido como modelo de 
PAH  para  analizar  su  posible  detoxificación,  tras  su  oxidación  por  el 
sistema lacasa‐PCU, en organismos pertenecientes a diferentes niveles de la 
escala trófica, entre los que se encuentran bacterias, algas y crustáceos. 

  Mediante la exposición de los organismos a concentraciones crecientes de 
benzo[a]pireno,  se  obtuvieron  los  valores  de  CE50,  que  representan  la 
concentración  efectiva  del mismo  que  causa  la  inhibición  del  50 %  de  la 
luminiscencia en la bacteria Photobacterium phosphoreum, del crecimiento del 
alga  Scenedesmus  subspicatus  o  de  la  supervivencia  del  microcrustáceo 
Daphnia magna. El valor de CE50 obtenido para  las bacterias  fue 1.200 nM, 
para  las algas 28,5 nM, mientras que  los microcrustáceos resultaron ser  los 
organismos menos sensibles al PAH de estudio, con un valor de 1.370 nM. 

Con el fin de evaluar la toxicidad del benzo[a]pireno tras ser oxidado por 
lacasa‐PCU, se realizaron los test toxicológicos exponiendo a los organismos 
mencionados  a  diferentes  concentraciones  de  la  mezcla  de  reacción 
conteniendo benzo[a]pireno antes y después de su oxidación. La  toxicidad 
del benzo[a]pireno oxidado por lacasa‐PCU fue inferior a la toxicidad inicial 
del  PAH  en  los  tres  sistemas  biológicos  ensayados.  La  toxicidad  frente  a 
algas y  crustáceos  se  redujo a  la mitad, aunque  las algas presentaron una 
sensibilidad a la mezcla de reacción muy superior a la de cualquiera de los 
otros dos  sistemas biológicos  (Tabla 4.5). Se decidió comparar el descenso 
de  toxicidad experimentado en D. magna  tras  la oxidación con  lacasa‐PCU 
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con  el  obtenido  empleando  el mediador  artificial HBT  Se  observó  que  la 
reducción de la toxicidad con HBT fue menor que con el mediador natural, 
obteniendo un 25 y un 40‐50 % de reducción, respectivamente. 

Tabla 4.5. Toxicidad de la mezcla de reacción de benzo[a]pireno antes y después de 72 h 
de degradación con  lacasa y ácido p‐cumárico  (PCU) ó HBT en diferentes especies. Los 
valores muestran  la  concentración  (CE50),  expresada  como  porcentaje  de  la mezcla  de 
reacción en el medio de exposición (v/v).  

  Microtox® 
Luminiscencia 

S. subspicatus 
Crecimiento 

D. magna 
Supervivencia 

Benzo[a]pireno  13,4  1,14  54,8 

Benzo[a]pireno + lac‐PCU  14,9  2,5  > 90,0 

Benzo[a]pireno + lac‐HBT  ‐‐  ‐‐‐  72,4 

 

4.1.2.7. Peroxidación  de  lípidos  como  vía  extra  de  oxidación  de  PAHs 
recalcitrantes con lacasa y ácido p‐cumárico 

• Peroxidación de lípidos 

  Se ensayó  la oxidación de ácido  linoleico con  lacasa en presencia de  los 
ácidos  p‐hidroxicinámicos  sinápico,  ferúlico  y  p‐cumárico.  Se  detectó  la 
peroxidación del ácido linoleico por lacasa en presencia de 2 mM de ácido p‐
cumárico  y,  en  menor  medida  de  ácido  sinápico.  Sin  embargo,  ni  la 
presencia de ácido ferúlico ni la de los otros dos ácidos en concentración 500 
μM promovió la formación de TBARS por la enzima (Figura 4.14 A).  

Posteriormente,  se  comparó  la  producción  de  TBARS  por  el  sistema 
lacasa‐PCU con  la producida por el sistema  lacasa‐HBT en  la oxidación de 
ácido  linoleico y Tween 80. Los niveles de TBARS obtenidos a partir de  la 
oxidación de ácido  linoleico  fueron  significantemente mayores  con  lacasa‐
PCU,  aunque  el  HBT  actuó  más  rápidamente  promoviendo  la  rápida 
peroxidación del  ácido  (Figura  4.14 B). Los dos  sistemas  lacasa‐mediador 
fueron capaces así mismo, de peroxidar el Tween 80, si bien  los niveles de 
TBARS  obtenidos  fueron  menores  que  los  obtenidos  a  partir  del  ácido 
linoleico (de acuerdo con el menor grado de instauración del Tween 80). 
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Figura 4.14. Peroxidación de lípidos. (A) Producción de TBARS por lacasa en presencia de 
0,5  (‐‐‐) y  2 mM  ( ) de  ácido  p‐cumárico  (○),  ácido  ferúlico  (∇) y  ácido  sinápico  (□), 
utilizando 0,7 mM de ácido linoleico como sustrato. (B) Comparación de la producción de 
TBARS a partir de la oxidación de ácido linoleico 0,7 mM (símbolos abiertos) o Tween 80 2 
mM (símbolos cerrados) por lacasa y ácido p‐cumárico (círculos) o HBT (triángulos) como 
mediadores  (concentración 2 mM). Se muestran  los valores medios de 3 experimentos y 
los límites de confianza del 95 %. 

• Oxidación de Fenantreno 

El fenantreno es un PAH muy recalcitrante a la degradación. De hecho, 
la  lacasa  de  P.  cinnabarinus  fue  incapaz  de  transformar  el  fenantreno,  y 
únicamente  se obtuvo un 10 % de oxidación  tras 9 días de  incubación  en 
presencia de ácido p‐cumárico o HBT como mediadores (Figura 4.15).  

 Dada  la capacidad del sistema  lacasa‐PCU para peroxidar ácidos grasos 
insaturados, se estudió el posible efecto de dichos peróxidos para promover 
la oxidación de fenatreno a través del sistema lacasa‐mediador natural. Para 
ello,  se  añadió  Tween  80  a  la mezcla  de  reacción  como  fuente  de  ácidos 
grasos  insaturados, en  lugar de Tween 20  (utilizado como surfactante). En 
presencia  de  Tween  80,  se  produjo  un  significativo  aumento  de  la 
transformación de fenantreno por lacasa‐PCU (y lacasa‐HBT), especialmente 
tras largos periodos de reacción. 
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Figura 4.15. Degradación de fenantreno (%) por la lacasa de P. cinnabarinus (‐‐‐) y ácido p‐
cumárico  (círculos)  ó  HBT  (triángulos),  en  presencia  de  1  %  de  Tween  20  (símbolos 
abiertos)  o  Tween  80  (símbolos  cerrados).  Relación  mediador/fenantreno  de  10.  Se 
muestran los valores medios de 3 experimentos y los límites de confianza del 95 %. 
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4.1.3. OXIDACIÓN  DE  COLORANTES  POR  LACASA  Y  ÁCIDOS  p‐
HIDROXICINÁMICOS COMO MEDIADORES NATURALES  

Se evaluó  la capacidad de  los ácidos p‐hidroxicinámicos para promover 
la  decoloración  de  diversos  colorantes  (Tabla  4.6)  por  la  lacasa  de  P. 
cinnabarinus. 

Tabla 4.6. Estructuras químicas de los colorantes ensayados. 

Nombre  Estructura  Tipo de 
cromóforo 

Máx. Abs
(λ, nm) 

Acid Blue 74 

 

N
H

S

O

O

NaO O
H
N

S

O

O

ONaO  

Indigo  608 

      

Reactive Blue 19 

S

O

O

NaO

NH O

ONH2

S

O

O
NaO3SOCH2CH2

 

Antraquinona   592 

       

Reactive Black 5 
HO

H2N

SO3Na

SO3NaNNS

O

O

NaO3SOCH2CH2

NNS

O

O

NaO3SOCH2CH2

 

Diazo   598 

       

Azure B  N+S

N

H3CHN
CH3

Cl-
CH3  

 

Heterociclo      647 
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Nombre  Estructura  Tipo de 
cromóforo 

Máx. Abs 
(λ nm) 

       

Aniline Blue 

N
H

H4NO3S

HN+
SO3NH4

SO3NH4

N
H

Triarilmetano 
 

    592 
 

       

Reactive Blue 38 

N

N

N

N

N

N

N

NNi

SO3H

HN

HO3S

HO3S R

 

Ftalocianina        620 

 

4.1.3.1. Decoloración de diferentes tipos de colorantes  

  Los  ácidos  p‐hidroxicinámicos  fueron  evaluados  como  mediadores  de 
lacasa en la oxidación de diferentes tipos de colorantes industriales (Figura 
4.16).  Se  determinó  el  efecto  de  la  concentración  de  cada  uno  de  estos 
compuestos  en  la  decoloración  de  los  tintes  (Figura  4.17),  ensayándose 
concentraciones  de  mediador  entre  1  y  10  veces  la  concentración  de 
colorante. 

Acid Blue 74. Este  colorante de  tipo  indigo  (Tabla 4.6)  fue oxidado por  la 
lacasa de P.  cinnabarinus hasta un 50 %  en 1 h de  tratamiento. La  enzima 
posee alta afinidad por este colorante, como reveló el valor de Km obtenido 
(2,8  μM),  siendo  el  más  bajo  entre  todos  los  sustratos  y  mediadores 
investigados.  Si  bien,  la  constante  catalítica  es  baja  (kcat  0,05)  y  fueron 
necesarias  2  h  para  alcanzar  la  total  decoloración  por  la  enzima.  La 
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presencia  de  los  tres  ácidos  p‐hidroxicinámicos  aceleró  notablemente  la 
decoloración (Figura 4.16). Se necesitaron únicamente 10 min para conseguir 
el máximo de decoloración con lacasa y ácido sinápico, 30 min en presencia 
de  ácido  p‐cumárico;  y más  del  80 %  fue  decolorado  con  lacasa  y  ácido 
ferúlico en 1 h. 

Con  respecto  a  las  diferentes  concentraciones  de  ácidos  p‐
hidroxicinámicos  empleadas,  en  general  no  se  observaron  diferencias 
significativas  en  los porcentajes de decoloración obtenidos. Únicamente  el 
cambio de 25 a 50 μM de ácido p‐cumárico supuso un aumento de más del 
doble  de  decoloración  de Acid  Blue  74  (Figura  4.17).  Por  encima  de  esta 
concentración  (equivalente  a  una  relación  mediador/colorante  de  2)  no 
mejoraron los porcentajes de decoloración obtenidos por ninguno de los tres 
sistemas lacasa‐mediador natural.  

Empleando el test de toxicidad Microtox®, se comprobó un descenso del 
15 % de la toxicidad de este colorante tras ser oxidado por el sistema lacasa‐
PCU durante 2 h. 

Reactive Black 5. La  lacasa de P. cinnabarinus en ausencia de mediador no 
es capaz de oxidar este colorante de  tipo diazo. Sin embargo, en presencia 
de  los  ácidos  p‐hidroxicinámicos  como  mediadores  sí  se  produjo  su 
decoloración, aunque a diferentes niveles (Figura 4.16). El ácido sinápico (50 
μM)  promovió  significativamente  la  oxidación  de  Reactive  Black  5  hasta 
alcanzar valores de cerca del 60 % de decoloración a las 2 h de tratamiento. 
Los valores de decoloración obtenidos con los ácidos p‐cumárico y ferúlico 
fueron del 17 y 8 %, respectivamente (relación mediador/colorante de 2). 

  La decoloración de Reactive Black 5 estuvo directamente relacionada con la 
concentración de ácido sinápico como mediador de  lacasa, consiguiéndose 
el 95 % de decoloración con una concentración 250 μM de este compuesto 
(Figura  4.17).  Incrementos  en  la  concentración  de  ácido  p‐cumárico  y 
ferúlico no supusieron, por el contrario, un aumento significativo del grado 
de oxidación del colorante en los tiempos ensayados. 

 



Mediadores Redox de Lacasa de Origen Natural 

 109

0

10

20

30

40

0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (min)

0

20

40

60

80

100

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min)

D
ec
ol
or
ac
ió
n 
(%

)
D
ec
ol
or
ac
ió
n 
(%

)

0

20

40

60

80

100

0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (min)

D
ec
ol
or
ac
ió
n 
(%

)
D
ec
ol
or
ac
ió
n 
(%

)

0

20

40

60

80

100

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min)

0

10

20

30

40

50

60

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min)

0

20

40

60

80

100

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min)

D
ec
ol
or
ac
ió
n 
(%

)
D
ec
ol
or
ac
ió
n 
(%

)

Tiempo (min) Tiempo (min)

Tiempo (min) Tiempo (min)

Tiempo (min) Tiempo (min)

Acid Blue 74

Reactive Blue 19

Reactive Blue 38

Reactive Black 5

Aniline Blue

Azure B

0

10

20

30

40

0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (min)

0

20

40

60

80

100

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min)

D
ec
ol
or
ac
ió
n 
(%

)
D
ec
ol
or
ac
ió
n 
(%

)

0

20

40

60

80

100

0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (min)

D
ec
ol
or
ac
ió
n 
(%

)
D
ec
ol
or
ac
ió
n 
(%

)

0

20

40

60

80

100

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min)

0

10

20

30

40

50

60

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min)

0

20

40

60

80

100

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min)

D
ec
ol
or
ac
ió
n 
(%

)
D
ec
ol
or
ac
ió
n 
(%

)

Tiempo (min) Tiempo (min)

Tiempo (min) Tiempo (min)

Tiempo (min) Tiempo (min)

Acid Blue 74

Reactive Blue 19

Reactive Blue 38

Reactive Black 5

Aniline Blue

Azure B

 
Figura  4.16. Decoloración de diferentes  tipos de  colorantes  (25  μM) por  la  lacasa de P. 
cinnabarinus sola  (‐‐‐) y en presencia de ácido p‐cumárico  (●), ácido sinápico  (●) o ácido 
ferúlico  (○)  como mediadores  (50  μM).  El  descenso  de  absorbancia  fue  seguido  a  las 
longitudes de onda que se  indican en  la Tabla 4.6. Se muestran  los valores medios de 3 
experimentos y los límites de confianza del 95 %. 
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Figura 4.17. Efecto de  la  concentración de  los mediadores ácido p‐cumárico  ( ), ácido 
sinápico  ( ) y ácido  ferúlico  ( )  en  la decoloración de  los  colorantes  (25  μM) que  se 
indican por la lacasa de P. cinnabarinus. Lacasa en ausencia de mediador ( ). La medida 
de  absorbancia  se  tomó  a  las  longitudes  de  onda  indicadas  en  la  Tabla  4.6  para  cada 
colorante; y a  los tiempos de 15 min para Acid Blue 74, 30 min para Reactive Blue 19, 2 h 
para Aniline Blue, Reactive Black 5 y Azure B y 6 h para Reactive Blue 38. Se muestran  los 
valores medios de 3 experimentos y los límites de confianza del 95 %. 
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  En la Figura 4.18 se relaciona la velocidad de oxidación de los tres ácidos 
p‐hidroxicinámicos por  la  lacasa de P.  cinnabarinus  con  su  capacidad para 
actuar  como mediadores en  la decoloración de Reactive Black 5. A medida 
que  se  produce  la  decoloración  del  tinte  se  observa  un  descenso  de 
absorbancia en toda la región del espectro visible (400‐700 nm). 
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Figura  4.18.  Cambios  en  los  espectros  de  absorción  del  ácido  p‐cumárico  (A),  ácido 
ferúlico  (B)  y  ácido  sinápico  (C)  100  μM, durante  5 min de  oxidación  con  100 mU de 
lacasa de P. cinnabarinus. Decoloración del colorante Reactive Black 5 (25 μM) con lacasa en 
presencia de los citados mediadores en el orden anterior (D, E y F) en reacciones de 1 h. 

  El ácido sinápico es oxidado muy rápidamente por la lacasa y a su vez, se 
produce una  significativa decoloración del Reactive Black  5  en  1  h. Por  el 
contrario, aunque el ácido ferúlico es más fácilmente oxidado por la lacasa, 
no fue capaz de promover la oxidación de Reactive Black 5 siendo menor que 
la  obtenida  con  el  ácido  p‐cumárico,  que  fue  oxidado  mucho  más 
lentamente. Este hecho pone de manifiesto que  existen  otros  factores que 
determinar la capacidad mediadora de un compuesto.  

Reactive  Blue  19.  Este  colorante  de  tipo  antraquinona  (Tabla  4.6)  fue 
decolorado  por  la  lacasa  de  P.  cinnabarinus  hasta  un  74 %  del  contenido 
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inicial,  tras 1 h de  incubación. De  los  tres mediadores ensayados  (relación 
mediador/colorante  de  2),  fue  nuevamente  el  ácido  sinápico  el  que 
promovió de una forma más significativa  la decoloración de este colorante 
por  la  lacasa,  con  valores  superiores  al  80 %  tras  15 min de  reacción. La 
presencia  de  ácido  p‐cumárico  supuso  mejoras  en  los  niveles  de 
decoloración a  tiempos cortos  (en  los primeros 30 min)  (Figura 4.16). Con 
ambos  ácidos  se  observó  en  general  una  ligera  tendencia  positiva  en  la 
decoloración  al  incrementar  la  concentración  de mediador  en  la  reacción 
(Figura 4.17). 

  En  contraposición  con  lo  anterior,  en  presencia  de  ácido  ferúlico  se 
produjo  una  inhibición  en  la  oxidación  de Reactive  Blue  19  por  la  lacasa, 
obteniéndose  solamente  un  43 %  de  decoloración  tras  1  h  de  incubación 
(Figura 4.16). 

Azure B. La  lacasa, en ausencia de mediador, no  fue capaz de oxidar este 
colorante de  tipo heterociclo  (Tabla  4.6),  igual que ocurrió  con  el Reactive 
Black 5. Sin embargo, en presencia de los ácidos p‐hidroxicinámicos (relación 
mediador/colorante de 2), sí se produjo cierta decoloración  (hasta un 20 % 
en 2 h con lacasa y ácido p‐cumárico o lacasa y ácido ferúlico) (Figura 4.16). 
Estos porcentajes se incrementaron a medida que aumentó la concentración 
de ácido p‐cumárico o  ferúlico en  la  reacción, hasta obtener un 58 y 38 % 
respectivamente en presencia de  la mayor concentración ensayada  (Figura 
4.17).  

  La  oxidación  del  colorante  por  la  enzima  también  se  incrementó  en 
presencia  de  ácido  sinápico,  aunque  de  forma  menos  acusada.  Así  los 
porcentajes de decoloración obtenidos con lacasa y ácido sinápico a las 2 h 
de  reacción  oscilaron  entre  el  2,5 %  y  el  19 %  con  la menor  y  la mayor 
concentración de mediador ensayadas, respectivamente. 

Aniline Blue. Este colorante de tipo triarilmetano (Tabla 4.6) fue decolorado 
hasta un 42 % por la lacasa sola tras 2 h de reacción. La presencia de ácido 
sinápico,  incrementó  la velocidad de  la reacción  (Figura 4.16) y el nivel de 
decoloración final alcanzado (hasta el 57 % utilizando una concentración de 
mediador  de  50  μM  y  hasta  el  70 %  con  250  μM)  (Figura  4.17).  Por  el 
contrario,  el  ligero  aumento  de  la  decoloración  obtenido  en  presencia  de 
ácido p‐cumárico 25 μM, fue disminuyendo a medida que se incrementó la 
concentración  del  mediador  (Figura  4.17).  El  ácido  ferúlico  inhibió  la 
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oxidación  de  Aniline  Blue  por  la  lacasa,  siendo  esta  inhibición  mayor  a 
medida que se incrementó la concentración de ácido (Figura 4.17). 

Reactive  Blue  38.  Este  colorante  de  tipo  ftalocianina  (Tabla  4.6)  fue 
ligeramente  oxidado  por  la  lacasa  de  P.  cinnabarinus  (6  %  tras  2  h  de 
reacción)  y  únicamente  el  ácido  sinápico  promovió  ligeramente  su 
decoloración  cuando  se  empleó  una  relación  mediador/colorante 
equivalente a 2. Cuando se incrementó la concentración de ácido sinápico se 
alcanzó cerca del 40 % de decoloración. El ácido ferúlico produjo una clara 
inhibición de  la oxidación de este colorante por  la enzima, mientras que  la 
presencia de ácido p‐cumárico en  la reacción sólo produjo un  ligero efecto 
positivo con la mayor concentración empleada. 

4.1.3.2. Estudios de inhibición de la decoloración con ácido ferúlico 

  El efecto negativo del ácido ferúlico en la decoloración de Reactive Blue 19 
por  lacasa se  investigó oxidando dicho ácido durante diferentes  tiempos y 
añadiendo posteriormente el colorante a la mezcla de reacción. 
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Figura 4.19. Decoloración de Reactive Blue 19  (25 μM) por  la  lacasa de P. cinnabarinus en 
presencia de ácido ferúlico oxidado previamente durante 0 (•), 10 (▼), 30 (■) y 60 min (♦). 
Control  con  lacasa  sola  (‐‐‐).  Se muestran  los  valores medios  de  3  experimentos  y  los 
límites de confianza del 95 %.  

  Los resultados obtenidos mostraron que a mayor tiempo de oxidación del 
ácido  ferúlico  por  la  enzima  (0,  10,  30,  y  60  min),  se  produjo  menor 
inhibición en la decoloración de Reactive Blue 19 (35 %, 42 %, 50 % y 57 % de 
decoloración, respectivamente, tras 1 h en contacto con el colorante) (Figura 
4.19). 
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Como  se  indicó  en  el  apartado  anterior,  el  ácido  ferúlico  en 
concentraciones  iguales  o  superiores  a  25  μM  también  inhibió  la 
decoloración del Reactive Blue 38 por la lacasa de P. cinnabarinus. Con el fin 
de  evaluar  el  efecto  de  la  concentración  de  ácido  ferúlico  en  dicha 
inhibición,  se  ensayaron  concentraciones  de  ácido  ferúlico  inferiores  a  la 
concentración de colorante empleada (3,125, 6,25, 12,5 y 25 μM).  

Como  se  observa  en  la  Figura  4.20,  en  concentraciones muy  bajas, por 
debajo de 6,25 μM, el ácido  ferúlico actuó como mediador de  lacasa en  la 
oxidación de Reactive Blue 38, sin embargo, cantidades superiores, causaron 
inhibición de la decoloración, sobre todo a tiempos de reacción superiores a 
1 h. 
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Figura 4.20. Decoloración de Reactive Blue 38  (25 μM) por  la  lacasa de P. cinnabarinus en 
presencia de diferentes concentraciones de ácido ferúlico: 3,12 μM ( ), 6,25 μM ( ), 12,5 
μM ( ) y 25 μM ( ). Control con lacasa sola ( ). Se muestran los valores medios de 3 
experimentos y los límites de confianza del 95 %. 

4.1.3.3. Estudios de decoloración con siringaresinol como mediador  

  El  siringaresinol  es  un  dímero  fenólico  formado  por  la  polimerización 
deshidrogenativa β‐β’ del  alcohol  sinapílico  (Figura  4.21). Este  compuesto 
fue  evaluado  como  sustrato  de  lacasa,  siendo  fácilmente  oxidado  por  la 
enzima, según indican sus constantes catalíticas (Tabla 4.7). 
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Figura 4.21. Estructura del dímero fenólico siringaresinol. 

Tabla 4.7. Cinéticas de oxidación de siringaresinol por la lacasa de P. cinnabarinus. 

  Posteriormente,  se  investigó  la  capacidad del  siringaresinol para  actuar 
como mediador  en  reacciones  de  oxidación  de  colorantes  catalizadas  por 
lacasa. El  incremento de  la decoloración de todos  los colorantes ensayados 
en presencia de  este dímero  fenólico,  evidenció  su  capacidad para  actuar 
como mediador redox de la enzima. Más aún, las mejoras en los valores de 
decoloración  obtenidos  con  lacasa  en  presencia  de  siringaresinol  fueron 
similares a las obtenidas con ácido sinápico (Tabla 4.8). 

Tabla  4.8. Comparación de  la decoloración  (%) de diferentes  colorantes  tras  30 min de 
incubación  con  lacasa  de  P.  cinnabarinus  sola  o  en  presencia  de  ácido  sinápico  o 
siringaresinol como mediadores (utilizando relaciones de mediador/colorante de 2 y 10). 

  Km (μM)  kcat (s‐1)  kcat/Km (s‐1 μM‐1) 

Siringaresinol  5,8  7,4  1,27 

  Ácido sinápico  Siringaresinol 

 
Lacasa  

2  10  2  10 

Acid Blue 74  21,0  99,0  89,1  99,6  52,4 

Reactive Blue 19  44,3  86,7  44,6  74,2  22,1 

Reactive Black 5  2,5  34,1  68,2  31,9  17,5 

Aniline Blue  9,2  29,1  34,4  47,2  16,0 

Azure B  0,0  2,4  10,5  2,8  6,6 
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4.2. EVOLUCIÓN  DIRIGIDA  DE  LACASAS  DE  ALTO 
POTENCIAL REDOX 

Como paso previo a los experimentos de evolución molecular dirigida de 
la lacasa de P. cinnabarinus se optimizaron las condiciones de producción de 
lacasa activa en los cultivos de S. cerevisiae en placas de 96 pocillos. Después, 
se  realizaron  tres  ciclos de evolución de esta  lacasa en el  laboratorio, y  se 
purificó y caracterizó la variante evolucionada. 
 

4.2.1. OPTIMIZACIÓN  DE  LAS  CONDICIONES  DE  EXPRESIÓN  EN 
MICROCULTIVOS 

La construcción α‐PcL,  formada por  la  secuencia del pre‐propéptido del 
factor α de S. cerevisiae y la secuencia de la lacasa madura de P. cinnabarinus 
(ver apartado 3.2.6.6 de Materiales y Métodos), se transformó en células de 
S. cerevisiae en presencia del plásmido pJRoC30 previamente linearizado. 

Éstas  células  se  crecieron  en  placas  de  96  pocillos,  en  medio  mínimo 
durante  48  h.  Posteriormente,  se  incubaron  en  medio  de  inducción  en 
presencia  de  etanol  y  de  dos  compuestos  fenólicos,  ácido  ferúlico  y 
vainillina,  con  el  fin de  estudiar  el  efecto de  éstos  como  inductores de  la 
producción  de  lacasa  en  microcultivos  de  S.  cerevisiae,  con  el  fin  de 
optimizar  las condiciones que  favoreciesen una mayor expresión de  lacasa 
en  los  ensayos  de  evolución  dirigida.  Se  determinó  también  el  efecto  de 
dichos compuestos en el crecimiento de la levadura. 

Dado  que  el  sistema  de  expresión  de  lacasa  también  es  altamente 
dependiente de la cantidad de CuSO4 en el medio de cultivo (Lee et al., 1999; 
Palmieri  et  al.,  2000; Hoshida  et  al.,  2005),  se  determinó  la  concentración 
óptima en  la que  la producción de  lacasa de P. cinnabarinus  fuese máxima 
sin producir inhibición en el crecimiento de S. cerevisiae. 

4.2.1.1. Efecto de las condiciones de inducción en el crecimiento  

La  presencia  de  etanol  tuvo  un  efecto  positivo  sobre  la  producción de 
biomasa  de  S.  cerevisiae,  sin  embargo,  la  presencia  de  vainillina  o  ácido 
ferúlico  no  produjo  diferencias  significativas  en  el  crecimiento  de  la 
levadura  (Figura  4.22).  Por  otro  lado,  el  crecimiento  de  S.  cerevisiae  en 
microcultivos  no  se  vio  afectado  por  las  concentraciones  de  CuSO4 
utilizadas.  La  máxima  concentración  ensayada  fue  4  mM  ya  que 



Evolución Dirigida de Lacasas de Alto Potencial Redox 

 117

concentraciones  superiores  produjeron  interferencias  en  el  método 
sistemático de detección de actividad lacasa.  
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Figura  4.22. Efecto de  la  composición del medio de  expresión  (24  h)  en  el  crecimiento 
(densidad óptica) de  transformantes de S. cerevisiae que expresan  lacasa en placas de 96 
pocillos. Medio de cultivo en ausencia de etanol  ( ), en presencia de 25 g/L de etanol 
( ), en presencia de 25 g/L de etanol y 250 μM de ácido ferúlico ( ) y en presencia de 
25  g/L  de  etanol  y  250  μM  de  vainillina  ( ).  Se muestran  los  valores medios  de  5 
experimentos y los límites de confianza del 95 %. 

4.2.1.2. Efecto de las condiciones de inducción en la producción de lacasa 

No se consiguió detectar actividad lacasa en los cultivos de S. cerevisiae en 
ausencia de etanol. La adición de CuSO4 al medio de expresión incrementó 
significativamente  la  producción  de  lacasa  cuando  fue  añadido  en  rango 
mM (1‐ 4). 

Por  otro  lado,  el  empleo  de  DMP  como  sustrato  en  la  detección  de 
actividad  lacasa  permitió  un  aumento  significativo  de  la  respuesta  en 
microplaca  con  respecto  al ABTS  (Figura  4.23). De manera que  se detectó 
actividad lacasa en cultivos con CuSO4 por debajo del rango mM   (250 μM). 
En presencia de etanol y CuSO4 2‐4 mM  la actividad alcanzó valores de 3 
mU/L.  

La  presencia  de  ácido  ferúlico  o  vainillina  en  el  medio  no  indujo  la 
producción  de  lacasa.  Por  el  contrario,  la  actividad  detectada  con ABTS 
descendió notablemente, no viéndose tan afectada la actividad medida con 
DMP. 



Resultados 

118 

A B

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

10 μM 250 μM 1 mM 2 mM 4 mM

Concentración de CuSO4

D
O
  60

0 
nm

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

10 μM 250 μM 1 mM 2 mM 4 mM

Concentración de CuSO4

D
O
  60

0 
nm

Concentración CuSO4 Concentración CuSO4

A
ct
iv
id
ad
 (m

U
/L
)

A B

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

10 μM 250 μM 1 mM 2 mM 4 mM

Concentración de CuSO4

D
O
  60

0 
nm

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

10 μM 250 μM 1 mM 2 mM 4 mM

Concentración de CuSO4

D
O
  60

0 
nm

Concentración CuSO4 Concentración CuSO4

A
ct
iv
id
ad
 (m

U
/L
)

 
Figura  4.23.  Efecto  de  las  condiciones  de  inducción  en  la  producción  de  lacasa  por 
transformantes de S. cerevisiae crecidos en placas de 96 pocillos. Actividad lacasa medida 
con ABTS (A) y con DMP (B). Medio de expresión con 25 g/L de etanol ( ), con etanol y 
250 μM de ácido ferúlico ( ) y con etanol y 250 μM de vainillina ( ). Se muestran los 
valores medios de 5 experimentos independientes y los límites de confianza del 95 %. 

En  vista  de  los  resultados  obtenidos,  los  experimentos  de  evolución 
molecular dirigida de la lacasa de P. cinnabarinus se realizaron con 25 g/L de 
etanol y 2 mM de CuSO4 en el medio de expresión. 
 

4.2.2. EVOLUCIÓN DIRIGIDA DE LA LACASA DE P. cinnabarinus 

4.2.2.1. Primera generación: PCR mutagénica con Mutazima II  

Se construyeron dos genotecas mediante PCR mutagénica con Mutazima 
II bajo dos condiciones de reacción diferentes, variando la concentración de 
ADN molde (pJRoC30‐α‐PcL), para obtener dos tasas de mutación distintas 
(media  y  baja)  (ver  Tabla  3.10  de  Materiales  y  Métodos).  Una  vez 
transformadas  las  células  de  S.  cerevisisae,  se  realizó  la  exploración 
sistemática  de  actividad  lacasa  (high‐throughput  screening)  de  unos  1000 
clones por genoteca, de  acuerdo  con  el  apartado  3.2.7.3.1 de Materiales y 
Métodos. Los paisajes resultantes del ensayo sistemático de actividad de los 
clones explorados de las dos genotecas se muestran en la Figura 4.24. 

Tras los re‐screenings de las dos librerías se seleccionaron cuatro mutantes 
por su elevada actividad lacasa en comparación con el resto de los clones de 
la  genoteca  explorada.  La  actividad  de  cada  mutante  con  respecto  a  la 
actividad del parental y las mutaciones de cada uno de ellos (incluyendo las 
mutaciones silenciosas) se resumen en la Tabla 4.9. 
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Se seleccionaron 3 mutantes de la genoteca de índice de mutación medio. 
El mejor mutante seleccionado, 1D12, presentó una mutación beneficiosa en 
el prepéptido del factor α, A(α9)D, que supuso una mejora de actividad de 
12,6  veces  respecto  al  parental.  El  segundo mutante  seleccionado  fue  el 
mutante 3D3, con una mejora de actividad total de 7,3 veces con respecto al 
parental, que presentó dos mutaciones beneficiosas, R(α2)S y S(α58)G, en el 
pre y propéptido del factor α, respectivamente. Por último, el mutante 5F7 
mostró  un  aumento  de  actividad  de  4,5  veces  con  respecto  al  parental 
debido a una única mutación, P394H, en la secuencia de la proteína madura.  

De  la  librería de bajo  índice de mutación se seleccionó el mutante 3G10 
con una mejora respecto a α‐PcL de 2,2 veces y una sola mutación (L46I) en 
la secuencia de la proteína madura. 
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Figura  4.24.  Paisajes  del  ensayo  sistemático  de  exploración  de  actividad  lacasa  (high‐
throughput screening) de los mutantes obtenidos en la 1ª generación de evolución dirigida 
de  α‐PcL.  Perfiles  de  las  genotecas  de  índice  de mutación  bajo  (A)  y medio  (B).  La 
actividad de los clones (relativa al parental) se representa en orden descendente. La línea 
discontinua indica la actividad del tipo parental. 

  Se realizó, además, un segundo re‐screening adicional de termoestabilidad 
(ver apartado 3.2.7.3.1 de Materiales y Métodos) con el fin de seleccionar no 
sólo  los  clones  con  mayor  actividad  lacasa,  sino  también  aquéllos  que 
secretasen  una  lacasa  más  resistente  a  altas  temperaturas  (60  °C).  Los 
resultados fueron coincidentes a los obtenidos en el segundo re‐screening de 
actividad, resultando  los clones 1D12, 3D3, 5F7 y 3G10  los que produjeron 
una  lacasa más  termoestable,  además de poseer  también mayor  actividad 
(Tabla 4.10). 
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Tabla  4.10.  Resultados  del  2º  re‐screening  de  termoestabilidad  realizado  con mutantes 
seleccionados de  la 1ª generación de evolución dirigida de α‐PcL. Se  indican  las mejoras 
en termoestabilidad y actividad respecto al parental y la relación entre ambos valores. 

Mutante  Termoestabilidad  Actividad  Termoest./act. 

1D12  17,0  12,6  1,4 
3D3  10,0  7,3  1,4 
5F7  5,2  4,5  1,2 
3G10  2,4  2,2  1,1 
5C4  2,1  1,9  1,1 
7B5  1,5  1,4  1,1 
5G12  1,5  1,4  1,1 

 

4.2.2.2. Segunda generación: PCR mutagénica  con Taq/MnCl2 y barajado 
in vivo de ADN 

En el  segundo ciclo de evolución dirigida  se emplearon dos estrategias 
diferentes  de  generación  de  diversidad  génica  en  el  mismo  ciclo:  la 
mutagénesis inducida y la recombinación génica.  

Se  tomaron como parentales  los cuatro mejores mutantes  seleccionados 
en la primera generación. Estos fueron sometidos por separado a una nueva 
reacción de PCR mutagénica con Taq/MnCl2  (ver Tabla 3.11 de Materiales y 
Métodos) para introducir nuevas mutaciones puntuales. A continuación, los 
diferentes productos de PCR se recombinaron mediante barajado in vivo de 
ADN (Figura 4.25). 

1D12

3D3

5F7

3G10

Clones seleccionados en 
la 1ª generación

Introducción 
de nuevas 
mutaciones

Recombinación in vivo en 
S. cerevisae

Plásmido 
linearizado1D12

3D3

5F7

3G10

Clones seleccionados en 
la 1ª generación

Introducción 
de nuevas 
mutaciones

Recombinación in vivo en 
S. cerevisae

Plásmido 
linearizado

 
Figura 4.25. Esquema de la estrategia seguida en el 2º ciclo de evolución dirigida. 

  Se exploraron 2000 clones en el ensayo  sistemático de actividad  (Figura 
4.26).  Tras  dos  re‐screenings  consecutivos  se  seleccionaron  6  clones  que 
presentaron mejoras  de  actividad  lacasa  en microcultivo  desde  8,7  a  17 
veces  con  respecto  al  mejor  mutante  de  la  primera  generación  (1D12), 
utilizado  como  parental  en  el  ensayo  sistemático  de  exploración  de 
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actividad.  Todos  los  mutantes  seleccionados  presentaron  la  mutación 
P394H, en la secuencia de la proteína madura, procedente de la generación 
anterior,  además de diferentes  combinaciones de  otras mutaciones  (Tabla 
4.9).  En  el mejor  de  ellos,  10A7,  se  conservaron  tres mutaciones  de  los 
parentales y aparecieron dos nuevas localizadas en el propéptido del factor 
α, F(α48)S y E(α86)G. En el mutante 19C8, con un incremento de actividad 
total de 11,7 veces, apareció una nueva mutación beneficiosa en la secuencia 
de  la  proteína madura  (D341N),  además de  otras  tres  provenientes de  la 
primera generación. El mutante 20C7, muy similar al anterior en mejora de 
actividad, acumuló tres mutaciones de la generación anterior. En el mutante 
1F10,  además  de  dos mutaciones  acumuladas  de  la  generación  anterior, 
apareció la mutación S135G, y presentó una mejora de actividad total de de 
9,5  veces  respecto  a  la  actividad  del  parental.  Los mutantes  1C9  y  2D8, 
ambos  con  8,7  veces  más  de  actividad  que  el  parental,  no  mostraron 
ninguna  nueva mutación  beneficiosa,  sino  combinaciones  de mutaciones 
seleccionadas en la primera generación. 
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Figura  4.26.  Paisaje  del  ensayo  sistemático  de  exploración  de  actividad  lacasa  de  la  2ª 
generación. La actividad de  los clones de  la  librería de mutantes  (con  respecto al mejor 
mutante de  la  1ª generación)  se  representa  en orden descendente. La  línea discontinua 
indica la actividad del tipo parental. 

4.2.2.3. Tercera generación: PCR mutagénica con Taq/MnCl2 y barajado in 
vivo de ADN 

Se tomaron los mejores clones de la segunda generación como parentales 
para un tercer ciclo de evolución dirigida y se sometieron a PCR mutagénica 
con  Taq/MnCl2  en  las mismas  condiciones  aplicadas  en  el  segundo  ciclo 
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(Tabla 3.11 de Materiales y Métodos). Posteriormente, se realizó el barajado 
in vivo de los productos de PCR. 

En el ensayo sistemático de actividad se exploraron cerca de 2000 clones 
de  la  genoteca  (Figura  4.27  A  y  B).  Como  resultado  del  screening  y  los 
posteriores  re‐screenings,  se  seleccionaron  cuatro mutantes  con mejoras de 
actividad entre 1,3 y 4 veces la actividad del parental (mejor mutante de la 
segunda generación, 10A7) medida con ABTS (Tabla 4.9).  
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Figura  4.27. Paisajes del  ensayo  sistemático de  exploración de  actividad  lacasa de  la  3ª 
generación. La actividad de los clones de la librería (con respecto al mejor mutante de la 2ª 
generación) medida  con ABTS  (A)  y DMP  (B)  se  representa  en  orden descendente. La 
línea discontinua indica la actividad del tipo parental. (C) Representación de la actividad 
lacasa con ABTS frente a DMP. 

Los  cuatro  mutantes  seleccionados  mostraron  las  mutaciones  A(α9)D, 
F(α48)S,  S(α58)G,  E(α86)G  y  P394H  surgidas  en  la  primera  y  segunda 
generación. Además  de  éstas,  el mejor mutante  de  esta  generación,  7A9 
incorporó la mutación D341N aparecida en la segunda generación y mostró 
una nueva   mutación  (N208S) en  la  secuencia de  la proteína madura. Los 
mutantes 5D3 y 9C3, con mejoras de actividad de 1,9 y 1,7, respectivamente, 
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presentaron  las  mismas  mutaciones  beneficiosas  mencionadas 
anteriormente,  e  incorporaron  además  la  mutación,  L46I  surgida  en  la 
primera  generación.  Por  último,  el  mutante  17B7  mostró  dos  nuevas 
mutaciones en la secuencia de la proteína madura, I453V y D490G. 

La actividad total del mutante 7A9 detectada durante el screening con los 
dos sustratos ensayados (ABTS y DMP), fue significativamente superior a la 
del  resto de  los  clones de  su generación  (Figura  4.27 C). Estos  resultados 
fueron  corroborados  en  los  dos  re‐screening  sucesivos,  obteniendo 
finalmente  una mejora  de  actividad  respecto  al  parental  de  unas  4  veces 
medida con ABTS, y unas 10 veces, medida con DMP. 
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Figura 4.28. Esquema general del proceso de evolución en el laboratorio de la lacasa de P. 
cinnabarinus. Se  indican  los mutantes seleccionados en cada generación y  las mutaciones 
beneficiosas  responsables de  los aumentos de actividad detectados en el HTP‐screening. 
Las mutaciones silenciosas no están incluidas en el esquema.  



Resultados 

126 

4.2.3.  MUTAGÉNESIS DE LOS RESIDUOS R(α2)S Y A240P MEDIANTE 
IVOE 

En  el mejor mutante de  la  tercera generación,  7A9,  se  introdujeron dos 
mutaciones: i) la mutación R(α2)S, en la secuencia del prepéptido del factor 
α,  que  se  había  perdido  durante  el  proceso  evolutivo  en  la  tercera 
generación; y ii) la mutación A240P en la secuencia de la proteína madura, 
mutación beneficiosa seleccionada durante el proceso evolutivo de la lacasa 
de PM1 que comparte un 73 % de identidad de secuencia con la lacasa de P. 
cinnabarinus.  La  introducción  de  estas  dos mutaciones  se  llevó  a  cabo  a 
través de  la  estrategia de  IVOE  (In Vivo Overlap Extension)  (Alcalde  et  al., 
2006),  que  se  basa  en  la  capacidad  de  la  levadura  de  reensamblar 
fragmentos de ADN  (producidos  in vitro y mutagenizados en  los codones 
de interés) fusionando el gen con el plásmido linearizado, y evitando así un 
paso intermedio de ligación in vitro (Figura 4.29). 
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Figura 4.29. Estrategia de IVOE para la mutagénesis de los residuos R(α2)S y A240P. Para 
la primera reacción de PCR (PCR 1), se diseñó una extensión en el extremo N‐terminal con 
40  pb  de  homología  con  el  extremo  BamHI  del  vector  linearizado.  Para  la  segunda 
reacción de PCR (PCR 2), se diseñó una extensión en el extremo C‐terminal con 66 pb de 
homología  con  el  extremo XhoI del  vector  linearizado. La mutagénesis  se  llevó  a  cabo 
usando oligonucleótidos cebadores con 22 pb antes de la mutación y 18 pb después. 

Después  de  explorar  unos  400  clones,  ninguno  presentó  una  mejora 
significativa  de  actividad  con  respecto  al  parental  7A9.  Tras  secuenciar 
varios de los clones negativos (con menor actividad que 7A9) se comprobó 
que  únicamente  contenían  la mutación A240P.  La  secuenciación  de  otros 
clones  seleccionados  con  similar  actividad  que  el  parental,  puso  de 
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manifiesto  la  ausencia de  cualquiera de  las dos mutaciones de  interés. Es 
decir, su secuencia fue la misma que la del parental 7A9.  

 

4.2.4. PRODUCCIÓN Y PURIFICACIÓN DE LA VARIANTE 7A9 

4.2.4.1. Optimización de las condiciones de producción 

Como  paso  previo  a  la  producción  de  la  variante  7A9  en matraces,  se 
optimizaron las condiciones de incubación. 

4.2.4.1.1. Efecto de la concentración de cobre 

Se ensayaron diferentes concentraciones de CuSO4 en el rango mM para 
determinar la concentración óptima en el medio de expresión, que indujera 
la mayor producción de enzima sin afectar al crecimiento de S. cerevisiae. La 
producción de  lacasa alcanzó el máximo con  la concentración de CuSO4 4 
mM,  que  a  su  vez  no  afectó  excesivamente  al  crecimiento  celular  de  la 
levadura (Figura 4.30 A y B). Concentraciones de cobre superiores a 4 mM 
causaron una notable  inhibición del  crecimiento,  lo  cual  se  tradujo  en un 
descenso de la actividad lacasa presente en el medio de cultivo. 
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Figura 4.30. Efecto de la concentración de CuSO4 en el crecimiento celular (A) (● 1, ○ 2, ▼ 
3, ∇  4, ■  6,  □  8 y  ♦  13 mM) y  en  la producción de  lacasa  (B).  Incubación  realizada  en 
matraces de 100 mL a 30 °C. Se muestran los valores medios y los límites de confianza del 
95 %. 

4.2.4.1.2. Efecto de la temperatura 

Se estudió el efecto de  la disminución de  la  temperatura en  la secreción 
de  lacasa  por  S.  cerevisiae,  incubando  las  células  transformadas  a  20  °C 
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además de a 30 °C (temperatura habitual). En el cultivo a 20 °C se observó 
una ralentización del crecimiento, consiguiéndose el máximo de crecimiento 
aproximadamente  2  días  después  que  a  30  °C.  Sin  embargo,  una  vez 
alcanzada  la  fase estacionaria de crecimiento,  la actividad  lacasa detectada 
en el medio de cultivo fue el doble en los cultivos incubados a 20 °C que en 
los incubados a 30 °C (Figura 4.31).  
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Figura 4.31. Efecto de la temperatura de incubación en el crecimiento celular (cuadrados) 
y en la actividad lacasa (círculos) (20 °C (símbolos cerrados) y 30 °C (símbolos abiertos)) 
Se muestran los valores medios y los límites de confianza del 95 %. 

En consonancia con los resultados obtenidos, la producción de la variante 
7A9 se llevó a cabo en cultivos de 200 mL en matraz con una concentración 
final de CuSO4 de 4 mM y a una  temperatura de 20 °C. El cultivo se paró 
tras  5  días  de  inducción,  cuando  tanto  el  crecimiento  celular  como  la 
actividad lacasa se estacionaron (DO600 = 35; actividad lacasa = 40 U/L). 

4.2.4.2. Purificación de la variante 7A9  

La variante 7A9 fue purificada según el protocolo indicado en el apartado 
3.2.10.3 de Materiales y Métodos. 

El  extracto  crudo  se  centrifugó y  concentró por ultrafiltración hasta un 
volumen  de  45  mL  para  posteriormente  someterlo  a  un  paso  de 
cromatografía de intercambio aniónico de baja resolución (columna HiTrap‐
Q,  Figura  4.32).  Las  fracciones  con  actividad  lacasa  se  dializaron,  se 
concentraron  y  se  cargaron  en  una  segunda  columna  cromatográfica 
(Resource‐Q,  Figura  4.33),  esta  vez  de  intercambio  aniónico  de  alta 
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resolución. El rendimiento final del proceso de purificación fue del 27,4 %, 
obteniéndose 1,5 mg totales de lacasa pura (Tabla 4.11). 
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Figura  4.32.  Cromatografía  de  intercambio  iónico  de  baja  resolución.  Se muestran  los 
perfiles correspondientes a la actividad lacasa con ABTS (U/L) ( ); proteína (Abs a 280 
nm) ( ) y gradiente de NaCl (%) (‐‐‐‐). 
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Figura  4.33.  Cromatografía  de  intercambio  iónico  de  alta  resolución.  Se muestran  los 
perfiles correspondientes a la actividad lacasa con ABTS (U/L) ( ); proteína (Abs a 280 
nm) ( ), Abs a 610 nm ( ) y gradiente de NaCl (%) (‐‐‐‐). 
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Tabla 4.11. Resumen del proceso de purificación de la variante 7A9. 

  En  la Figura  4.34  se muestra  el  resultado de  la  electroforesis  en gel de 
poliacrilamida,  en  condiciones  desnaturalizantes,  de  las  fracciones  con 
actividad  lacasa,  obtenidas  en  los  diferentes  pasos  de  purificación  de  la 
variante 7A9. Tras el último paso de purificación, se pudo obtener una única 
banda correspondiente a la variante de lacasa purificada.  
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Figura  4.34.  Electroforesis  SDS‐PAGE  de  los  diferentes  pasos  de  purificación  de  la 
variante 7A9. 1) Marcador de peso molecular de proteínas; 2) extracto crudo concentrado 
después  de  ultrafiltración  bajo  presión  con  N2;  3)  Después  de  cromatografía  de  baja 
resolución  en  columna  de  intercambio  aniónico  débil  (HiTrap‐Q);  4)  Después  de 
cromatografía de alta resolución en columna de intercambio aniónico fuerte (Resource‐Q); 
5) Misma fracción que 4 tras la desglicosilación con N‐desglicosidasa PNGasaF; 6) Lacasa 
salvaje de P. cinnabarinus. 

 

Paso de 
purificación 

Volumen 
(mL) 

Proteína total 
(mg) 

Actividad total 
con ABTS (U) 

Rendimiento 
(%) 

Extracto crudo  1600,0  73,6  64,0  100,0 

Concentración  47,0  59,2  55,5  86,6 

HiTrap‐Q  57,8  9,0  22,2  31,6 

Resource‐Q  31,5  1,5  17,6  27,4 
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4.2.5. CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE LA VARIANTE 7A9 

4.2.5.1. Electroforesis SDS‐PAGE y desglicosilación 

La masa molecular de  la variante  7A9  expresada  en S.  cerevisiae  fue de 
aproximadamente  120  kDa  (carril  4,  Figura  4.34).  Su  N‐desglicosilación 
redujo  su masa molecular hasta 60 kDa aproximadamente  (carril 5), valor 
ligeramente inferior a la masa molecular de PcL salvaje estimada en 65 kDa 
(carril  6,). Estos datos ponen de manifiesto que  la  lacasa  secretada por  la 
levadura se encuentra hiperglicosilada aproximadamente en un 50 % de su 
masa total. 

4.2.5.2. Cálculo de parámetros cinéticos 

La  eficiencia  catalítica  en  la  oxidación  del  ABTS  de  la  variante  7A9 
presentó  una mejora  de  5,7  veces  con  respecto  a  la  lacasa  salvaje  de  P. 
cinnabarinus, gracias al significativo aumento de afinidad por este sustrato. 
Por el contrario, no se mejoró la oxidación de DMP, siendo la afinidad por el 
DMP la mitad en la variante 7A9. 

Tabla 4.12. Constantes catalíticas de 7A9 y PcL salvaje frente a los sustratos ABTS y DMP.  

  ABTS    DMP 

  Km (μM)  kcat (s‐1) 
kcat/Km 
(s‐1 mM‐1) 

 
Km (μM)  kcat (s‐1) 

kcat/Km 
(s‐1 mM‐1) 

7A9  20  27  1325    89  15  168 

PcL salvaje  162  38  234    41  22  540 

 

4.2.5.3. Estabilidad frente a temperatura 

La  termoestabilidad  en  medio  acuoso  de  la  variante  7A9  cambió 
notablemente  con  respecto  a  la  lacasa  de  P.  cinnabarinus  salvaje  como 
consecuencia  de  la  expresión  funcional  y  del  proceso  evolutivo  en  S. 
cerevisiae. Mientras que la lacasa obtenida por evolución dirigida mantuvo el 
85  %  de  su  actividad  tras  24  h  de  incubación  a  40  °C,  la  lacasa  de  P. 
cinnabarinus salvaje solo conservó el 57 %.  
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Figura  4.35.  Termoestabilidad  de  la  variante  7A9  (A)  y  PcL  salvaje  (B)  a  diferentes 
periodos de incubación: 2h (●), 4h (∇) y 24h (■). Las actividades se normalizaron respecto 
a  la  actividad  inicial  a  temperatura  ambiente  antes  de  la  incubación.  Cada  punto 
representa el valor medio de tres experimentos y los límites de confianza del 95 %. 

4.2.5.4. pH óptimo 

El perfil de actividad  frente a pH se vio desplazado en  la variante 7A9, 
como efecto  lateral del proceso de evolución  in vitro. Así, el pH óptimo de 
actividad de la lacasa de P. cinnabarinus salvaje se situó en 3,0, mientras que 
en 7A9 se detectó entre 3,0 y 4,0. Notoriamente, a pH 5,0, 7A9 retuvo el 74 % 
de su actividad, mientras que la lacasa salvaje mantuvo un 52 %. 
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Figura  4.36.  Perfiles  de  actividad  a  diferentes  pHs  de  7A9  (●)  y  PcL  salvaje  (○).  Las 
actividades se midieron en tampón Britton y Robinson 100 mM ajustado a  los diferentes 
pHs de la medida. La actividad lacasa se representa normalizada con respecto a su valor 
óptimo  de  actividad.  Cada  punto  representa  el  valor  medio  de  tres  experimentos 
independientes y los límites de confianza del 95 %.  
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5.1. MEDIADORES  REDOX  DE  LACASA  DE  ORIGEN 
NATURAL 

5.1.1. COMPUESTOS  FENÓLICOS  RELACIONADOS  CON  LA 
LIGNINA 

Los  compuestos  aromáticos  ensayados  en  esta  tesis  como mediadores 
naturales de lacasa son compuestos de carácter fenólico relacionados con las 
unidades fenilpropano (H, G y S) del polímero de lignina, y están por tanto 
presentes  de  forma  abundante  en  la  naturaleza.  Los  ácidos  p‐
hidroxicinámicos son precursores de  la  lignina en  las plantas vasculares, y 
están  también  presentes  formando  puentes  entre  la matriz  de  lignina  y 
hemicelulosas  en  las plantas herbáceas  (Lam  et  al., 1994). Los aldehídos y 
cetonas  como  vainillina  o  acetosiringona  son  productos  de  oxidación  del 
polímero de lignina (Chen et al., 1985), y son por tanto, liberados durante el 
proceso de su biodegradación por los hongos de podredumbre blanca de la 
madera.  Algunos  de  estos  compuestos  aromáticos  se  han  descrito  como 
inductores de la producción de lacasa por hongos ligninolíticos (Herpoël et 
al.,  2000),  a  pesar  de  inhibir  su  crecimiento  (De  Souza  et  al.,  2004).  En 
nuestro  caso,  además de no  ser  tóxicos para  el  crecimiento del hongo, de 
acuerdo  con  resultados  anteriores  obtenidos  con  el  hongo  Rhizoctonia 
praticola (Bollag et al., 1988), han promovido su crecimiento. 

5.1.1.1. Actividad antioxidante  

En  este  trabajo  se  ha  demostrado  la  capacidad  de  los  compuestos 
fenólicos  de  origen  natural  para  prevenir  el  daño  oxidativo mediante  la 
“captura” de  radicales  libres  y de  otros  oxidantes  fuertes presentes  en  el 
medio, gracias a la cesión de un átomo de hidrógeno (Bors et al., 1987). 

Los  resultados  obtenidos  en  el  ensayo  TEAC  con  dichos  compuestos 
fenólicos pusieron de manifiesto la existencia de dos grupos con actividades 
antioxidantes  bien  diferenciadas.  Los  derivados  benzoicos mostraron  una 
actividad  antioxidante muy  inferior  a  los  derivados  de  ácidos  cinámicos 
(Marinova  et  al.,  2003).  El  fuerte  carácter  antioxidante  de  los  ácidos  p‐
hidroxicinámicos  (superior al del Trolox) está relacionado con  la presencia 
del doble enlace en su cadena lateral –(CH=CH‐COOH) que participaría en 
la estabilización por resonancia del radical fenoxilo formado (Cuvelier et al., 
1992). Esta estabilización resonante explica la facilidad de formación de los 
radicales fenoxilo, siendo el destino más probable de este radical la colisión 
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y condensación con otro radical produciendo un dímero que sería capaz de 
seguir actuando como “secuestrador” de radicales (Graf, 1992). 

Las  capacidades  intrínsecas de donar  electrones de  los  ácidos  fenólicos 
está  fuertemente  condicionada  por  la  existencia  de  grupos  hidroxilo  o 
metoxilo  en  posiciones  orto  y  para  de  su  anillo  aromático,  que  actuarían 
facilitando  la  donación  de  electrones  y  estabilizando  el  radical  fenoxilo 
(Marinova  et  al.,  1992; Marinova  et  al.,  1994).  El  ácido  sinápico,  con  dos 
grupos metoxilo en el anillo aromático, fue el compuesto fenólico con mayor 
poder  antioxidante,  seguido del  ácido  ferúlico, que posee un  sustituyente 
metoxilo y del ácido p‐cumárico, sin sustituyentes en el anillo. Los  ácidos p‐
hidroxicinámicos  son  abundantes  en  semillas  y  frutos. La  resistencia  a  la 
peroxidación  del  aceite  de  colza,  por  ejemplo,  está  relacionada  con  la 
elevada  concentración  de  ácido  sinápico  que  actuaría  como  potente 
antioxidante  (Koski  et  al.,  2003).  Del  mismo  modo,  los  valores  TEAC 
obtenidos en etanol para acetosiringona y siringaldehído son mayores que 
los  de  acetovainillona  y  vainillina,  que  poseen  un  sustituyente metoxilo 
menos.  

Las  actividades  antioxidantes  de  los  diferentes  compuestos  fenólicos 
testados  fueron  significativamente  menores  en  etanol  que  en  solución 
acuosa, confirmando la dependencia de la actividad antioxidante del medio 
en  el  que  se  realiza  el  ensayo  (Frankel  et  al.,  1994;  Hopia  et  al.,  1996; 
Pekkarinen et al., 1999). En el caso de los ácidos p‐hidroxicinámicos, el efecto 
donador  de  electrones  del  grupo  cinamato  sería  responsable  de  esta 
diferencia  ya  que  el  etanol  no  favorece  la  desprotonación  de  los  ácidos 
cinámicos  (pKa  4‐5),  mientras  que  a  pH  7,4  estarían  totalmente 
desprotonados (y parcialmente a pH 5,0). Además, puesto que en etanol no 
existen interferencias de desprotonación, se puede observar mejor el efecto 
positivo  de  la  presencia  de  uno  o  dos  grupos  metoxilo  donadores  de 
electrones en la actividad antioxidante de los ácidos ferúlico y sinápico con 
respecto al ácido p‐cumárico. Por último,  los compuestos  fenólicos poseen 
un  valor  de  pKa  (Ragnar  et  al.,  2000)  suficientemente  alto  como  para  ser 
ignorado a pH fisiológico. 
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5.1.1.2.  Compuestos fenólicos como sustratos de lacasa 

El paso limitante en la oxidación de fenoles por lacasa es la transferencia 
electrónica al sitio de cobre T1, una reacción dirigida fundamentalmente por 
diferencias en el potencial redox entre el fenol y la lacasa (Daniel et al., 1989; 
Bogan  et  al.,  1996;  Xu,  1996).  El  efecto  donador  de  electrones  de  los 
sustituyentes  metoxilo  del  anillo  bencénico,  mencionado  en  el  apartado 
anterior,  aumenta  la  actividad  lacasa  sobre  los  derivados  fenólicos 
sustituidos,  debido  al  descenso  en  su  potencial  redox.  En  este  sentido, 
acetosiringona  y  siringaldehído  (dos  compuestos  de  tipo  S,  con  dos 
sustituyentes metoxilo  en  el  anillo)  fueron  rápidamente  oxidados  por  la 
lacasa, y también resultaron ser mediadores de lacasa más rápidos y eficaces 
en  la  decoloración  de  tintes  (Camarero  et  al.,  2005).  Por  el  contrario,  sus 
equivalentes  de  tipo  G,  acetovainillona  y  vainillina  (con  un  solo  grupo 
metoxilo),  fueron oxidados en menor medida por  la  lacasa,  según  indican 
sus valores de kcat.  

La  existencia  de  un  doble  enlace  en  la  cadena  lateral  de  los  ácidos  p‐
hidroxicinámicos (cinamato) favorece también la sustracción de un electrón, 
promoviendo su oxidación por la lacasa, al tiempo que estabiliza el radical. 
Dentro de este grupo, el ácido sinápico, de tipo S, fue rápidamente oxidado, 
seguido por el ácido ferúlico, de tipo G, y finalmente el ácido p‐cumárico, de 
tipo H. El ácido p‐cumárico  fue oxidado más  lentamente por  la  lacasa que 
siringaldehído o acetosiringona, revelando que los grupos metoxilo jugarían 
un  papel más  importante  donando  electrones  que  el  doble  enlace  de  la 
cadena lateral facilitando la sustracción de un electrón. El ácido sinápico, el 
compuesto con mayor capacidad antioxidante, fue también el mejor sustrato 
de  lacasa  de  todos  los  compuestos  naturales  analizados  debido  al  efecto 
conjunto de los dos sustituyentes metoxilo en el anillo y el doble enlace de 
la cadena lateral. 

 

5.1.2. DEMOSTRACIÓN DE LA CAPACIDAD MEDIADORA DE ESTOS 
COMPUESTOS 

Además  de  la  actividad  antioxidante  de  los  ácidos  p‐hidroxicinámicos 
(que  requiere  su  forma  reducida),  en  este  trabajo  se  ha  demostrado  la 
capacidad de estos compuestos de origen natural para promover  (una vez 
oxidados por lacasa) la oxidación de PAHs, colorantes y lípidos insaturados, 
en  los  denominados  sistemas  lacasa‐mediador.  El  papel  de  los  ácidos  p‐
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hidroxicinámicos  en  la  naturaleza  estará  modulado  por  las  condiciones 
ambientales  que  gobernarán  el  fino  balance  de  sus  reacciones  de  oxido‐
reducción.  En  reacciones  enzimáticas  de  interés  biotecnológico  y 
medioambiental,  el  balance  entre  las  formas  reducida  y  oxidada de  estos 
fenoles  naturales  está  dirigida  por  la  formación  enzimática  de  radicales 
fenoxilo que actúan como eficientes mediadores redox en la degradación de 
sustratos  diana  tales  como  contaminantes  aromáticos  en  sistemas  lacasa‐
mediador. 

5.1.2.1.  Degradación de PAHs 

Eficacia de  los mediadores naturales. Se han demostrado  las capacidades 
de  los  compuestos  fenólicos  relacionados  con  la  lignina,  vainillina, 
acetovainillona,  ácido  ferúlico  y  ácido  p‐cumárico,  para  mediar  la 
transformación de PAHs por  lacasa. Los resultados obtenidos con ácido p‐
cumárico  son especialmente  relevantes ya que  los elevados porcentajes de 
transformación obtenidos con lacasa y este mediador son similares o incluso 
superiores a los obtenidos en presencia de los mediadores artificiales ABTS 
o HBT  (Collins et al., 1996; Majcherczyk et al., 1998). Mientras que el ácido 
ferúlico  y  especialmente  el  ácido  p‐cumárico  promovieron 
significativamente la oxidación de antraceno y benzo[a]pireno por lacasa, la 
presencia  de  derivados  fenólicos  dimetoxilados  como  acetosiringona  y 
siringaldehído no aumentó significativamente su oxidación, y en el caso de 
ácido  sinápico  incluso  la  inhibió. La eficiencia  catalítica de  la  lacasa de P. 
cinnabarinus oxidando los ácidos sinápico, ferúlico y p‐cumárico (4,54, 1,77 y 
0,01  s‐1  μM‐1,  respectivamente)  está  inversamente  relacionada  con  las 
capacidades de estos compuestos para promover  la degradación de PAHs, 
sugiriendo mejores  habilidades mediadoras  para  los  peores  sustratos  de 
lacasa. Aquí entra en  juego  la  importancia del balance entre estabilidad y 
reactividad  de  las  especies  oxidadas  (radicales  fenoxilo)  (dʹAcunzo  et  al., 
2003). Las  rápidas  reacciones de acoplamiento de estos ácidos  (Daquino  et 
al., 2006), sobre todo del ácido sinápico (cuyos radicales fenoxilo poseen una 
elevada  tendencia  al  acoplamiento  β‐β´)  podrían  estar  implicadas  en  la 
formación  de  intermediarios  debido  a  reacciones  de  acoplamiento  de  los 
radicales de ácido entre sí, o de éstos con los radicales del PAH (Itoh et al., 
2000). Por otro  lado, el potencial redox del ácido p‐cumárico es mayor  (0,8 
V)  comparado  con  los  aproximadamente  0,7  y  0,6 V  del  ácido  ferúlico  y 
ácido  sinápico,  respectivamente  (Lin  et  al.,  1998).  La  mayor  capacidad 
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oxidativa de  los  radicales del ácido p‐cumárico parece determinante  en  la 
oxidación de PAHs. 

Lacasa‐PCU:  efecto de  la  concentración  de mediador.  La  transformación 
óptima de antraceno por el sistema lacasa y ácido p‐cumárico se obtuvo con 
tan solo dos veces más de éste mediador que de antraceno, frente a las 20 ó 
40  veces  más  de  mediadores  fenólicos  que  utilizan  otros  autores  en  la 
degradación del fungicida ciprodinil o de otros PAHs (Johannes et al., 2000; 
Kang et al., 2002). Concentraciones mayores de mediador sí  incrementaron 
notablemente  la  formación  de  9,10‐antraquinona,  ya  que  son  necesarios 
varios pasos de oxidación para transformar un PAH en su correspondiente 
quinona.  El  porcentaje  de  9,10‐antraquinona  recuperada  (50  %  de  la 
concentración  de  antraceno  inicial),  junto  con  el  descenso  de  la  misma 
obtenido tras largos periodos de incubación (superior a 48 h), indica que la 
quinona no es el producto final de la reacción, y por lo tanto, podría ocurrir 
una transformación posterior por el sistema lacasa‐mediador. Sin embargo, 
en  las  condiciones  de  reacción  empleadas  no  se  pudieron  identificar 
productos de polimerización u oxidación de  la 9,10‐antraquinona, como el 
ácido  2‐(2´hidroxibenzo)‐benzoico  o  el  ácido  ftálico,  formados  tras  su 
oxidación y posterior apertura del anillo  (Hammel  et al., 1991; Cajthaml  et 
al.,  2002). Por otro  lado,  la  identificación  como  antrona del otro producto 
obtenido en la degradación de antraceno por lacasa y ABTS, coincide con lo 
descrito durante dicha oxidación por peroxidasas  ligninolíticas como paso 
previo a  la  formación de 9,10‐antraquinona  (Baborova  et al., 2006; Eibes  et 
al., 2006). 

Productos  de  oxidación.  Durante  la  oxidación  de  benzo[a]pireno  por  la 
lacasa de P. cinnabarinus en presencia de ácido p‐cumárico, ABTS o HBT se 
generaron  las benzo[a]pireno 1,6‐, 3,6‐ y 6,12‐quinonas, de acuerdo con  lo 
descrito en  la oxidación electroquímica  (Jeftic  et  al., 1969) y enzimática de 
este PAH  (Haemmerli et al., 1986; Rama et al., 1998). El hecho de que sean 
productos  minoritarios  de  la  reacción  estaría  en  concordancia  con  su 
condición de compuestos intermediarios de la completa oxidación de PAHs 
por oxidorreductasas  ligninolíticas como MnP  (Steffen et al., 2003), aunque 
no se detectaron los productos de oxidación posteriores.  

Por otro  lado, el principal producto acumulado durante  la oxidación de 
benzo[a]pireno  por  lacasa  y  ABTS  es  un  intermediario  de  la  ruta  de 
formación de dichas quinonas, estabilizado gracias al tampón acetato sódico 
utilizado en  la  reacción. El  radical catiónico de benzo[a]pireno, producido 
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por  la  oxidación  con  lacasa  y ABTS,  sufriría  el  ataque nucleofílico de  los 
aniones  acetato  (Chen  et  al.,  2000),  dando  lugar  al  derivado  6‐
benzo[a]pirenil  acetato,  mucho  más  estable  que  el  intermediario  6‐
hidroxibenzo[a]pireno (Jeftic et al., 1969; Haemmerli et al., 1986) (Figura 5.2), 
produciéndose  su  acumulación.  Esto  se  confirmó  con  la  ausencia  de  este 
producto cuando la reacción se llevó a cabo en tampón citrato sódico. 

  Como se ha mencionado, la oxidación enzimática de PAHs por la lacasa 
genera  quinonas  y  ácidos  como  consecuencia  de  la  ruptura  del  anillo 
aromático. Estos metabolitos son más fáciles de mineralizar y más solubles 
que  el  PAH  de  partida,  lo  que  aumentaría  su  biodisponibilidad  en  la 
naturaleza  y,  consecuentemente,  su  biodegradación  por  las  poblaciones 
microbianas autóctonas (Meulenberg et al., 1997).  

Toxicidad.  Las  quinonas  formadas  son  menos  tóxicas  que  su 
correspondiente PAH. Por ejemplo, la mínima concentración mutagénica de 
benzo[a]pireno  en  una  línea  celular  de  linfoblastos  humanos  fue  de  14 
ng/mL, mientras que ninguna de  sus quinonas presentó mutagenicidad, y 
similares resultados se obtuvieron con criseno y benzoantraceno (Durant et 
al.,  1996;  Torres  et  al.,  2003).  La  formación  de  quinonas  por  las 
oxidorreductasas  ligninolíticas,  contrasta  con  la  formación  de  otros 
metabolitos  hidroxilados  (oxidos  de  areno)  producidos  en  reacciones 
catalizadas por múltiples  formas de  la citocromo P‐450 monooxigenasa de 
bacterias y hongos. La  activación de  los  oxidos de  areno por  las  epóxido 
hidrolasas  produce,  entre  otros,  7,8‐dihidrodiol‐9,10‐epoxido  que  es 
altamente cancerígeno y mutagénico debido a su capacidad de unirse a las 
cadenas de ADN (Cerniglia, 1985; Sutherland, 1992; Castaño et al., 2004). 

En el presente trabajo se ha demostrado la capacidad del sistema lacasa‐
mediador  natural  para  degradar  y  reducir  la  toxicidad  del  PAH 
benzo[a]pireno  empleado  como  modelo.  Se  utilizó  una  batería  de  test 
toxicológicos que  incluye bacterias,  algas y  crustáceos,  aportando, de  esta 
manera,  datos  de  especies  de  diferentes  niveles  de  la  escala  trófica  que 
permiten  comprender  y  evaluar mejor  el  riesgo medioambiental de  estos 
compuestos.  Las  algas  fueron  los  organismos  más  sensibles  al 
benzo[a]pireno,  corroborando  resultados  anteriores de  toxicidad de PAHs 
(Eom  et  al.,  2007).  Por  otro  lado,  los  valores  de  CE50  obtenidos  para 
benzo[a]pireno en los sistemas biológicos testados son concordantes con los 
obtenidos por otros autores (Atienzar et al., 1999; Djomo et al., 2004). Tras la 
oxidación de benzo[a]pireno con lacasa‐PCU se redujo significativamente su 
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toxicidad en S. subspicatus y D. magna, siendo ésta reducción mayor que  la 
obtenida cuando la oxidación se llevó a cabo con lacasa‐HBT. Puesto que se 
ha comprobado que la transformación del PAH tras 72 h es total en ambos 
sistemas enzimáticos, y que el mecanismo de oxidación utilizado por ambos 
es  el  mismo  (ver  apartado  5.1.3.1),  esta  diferencia  de  toxicidad  podría 
deberse a la presencia de especies químicas del mediador artificial. A pesar 
de  no  eliminar  totalmente  la  toxicidad,  las  quinonas  acumuladas  en  el 
medio de reacción fueron menos tóxicas que el PAH de partida como ya se 
había  descrito  para  quinonas  y  otros  derivados  hidroxilados  de 
benzo[a]pireno, antraceno y  fluoranteno en crustáceos y algas  (Sepic et al., 
2003; Lampi et al., 2006; Pagnout et al., 2006).  

5.1.2.2. Oxidación de colorantes  

Ácidos p‐hidroxicinámicos como mediadores. La  lacasa de P. cinnabarinus 
fue capaz de oxidar eficazmente  los colorantes Acid Blue 74 y Reactive Blue 
19, en menor cantidad Aniline Blue, y muy  ligeramente Reactive Blue 38, de 
tipo  indigo,  antraquinona,  triarilmetano  y  ftalocianina,  respectivamente. 
Estos resultados corroboran  los datos publicados con anterioridad para  los 
tres  primeros  colorantes  con  las  lacasas  de  Myceliophthora  thermophila, 
Polyborus  pinisitus,  Trametes  versicolor,  Trametes  villosa  y  Trametes  hirsuta 
(Abadulla et al., 2000; Claus et al., 2002; Camarero et al., 2005). Mientras que 
el mediador artificial HBT no promueve significativamente  la degradación 
de estos colorantes (Claus et al., 2002), se ha descrito la capacidad de ciertos 
compuestos fenólicos de origen natural como  la acetosiringona o vainillina 
para promover notablemente la decoloración de tintes orgánicos por lacasa 
(Camarero  et  al.,  2005).  Del mismo modo,  los  ácidos  p‐hidroxicinámicos 
empleados  en  este  trabajo  actuaron  como  mediadores  de  lacasa, 
incrementando  los porcentajes de decoloración de  los  colorantes oxidados 
por  la enzima, y posibilitando  la oxidación de aquéllos que  la enzima, en 
ausencia de mediador, no puede oxidar. 

En el curso de estos estudios se ha conseguido decolorar dos colorantes 
muy  recalcitrantes a  la degradación: Reactive Black 5 y Azure B. El Reactive 
Black  5,  de  tipo  diazo,  no  es  oxidado  por  la  lacasa  de  P.  cinnabarinus  en 
ausencia de mediador del mismo modo que tampoco lo es por las lacasas de 
M. thermophila, P. pinisitus y T. versicolor (Claus et al., 2002; Camarero et al., 
2005), debido a su elevado potencial redox (1,3 V) (Zille et al., 2004). Por este 
motivo  fue utilizado  como  sustrato  en un  screening previo de  compuestos 
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mediadores  de  lacasa  (Camarero  et  al.,  2005).  Este  colorante  tampoco  es 
degradado por oxidantes químicos como el Mn3+ (Heinfling et al., 1998). Sin 
embargo, en presencia de ácido sinápico como mediador se consiguió hasta 
un 95% de decoloración de Reactive Black 5 (con la mayor concentración de 
mediador  ensayada).  El  Azure  B  ha  sido  utilizado  para  la  detección  de 
lignina  peroxidasa  en  hongos,  ya  que  ni  la  lacasa  ni  la  manganeso 
peroxidasa pueden oxidarlo (Archibald, 1992). Aunque no fue oxidado por 
la  lacasa  sola,  la presencia de  ácido    p‐cumárico permitió  la oxidación de 
este  colorante  (alcanzando  hasta  un  60%  de  decoloración).  El  mayor 
potencial  redox  de  este  ácido  con  relación  a  sus  análogos  (ferúlico  y 
sinápico)  podría  explicar  los  diferentes  resultados  obtenidos  (Lin  et  al., 
1998). 

Por otro  lado,  la concentración del mediador  juega un papel  importante 
en la reacción. En este trabajo se ha demostrado la eficacia de los ácidos p‐
hidroxicinámicos  para  actuar  como  mediadores  de  lacasa  utilizando 
relaciones de mediador/sustrato de 1 a 10, inferiores a las utilizadas en otros 
estudios  de  decoloración  con mediadores  artificiales  en  los  que  utilizan 
entre 30 y 50 veces más de los mediadores artificiales HBT o ácido violúrico 
que de colorante (Kokol et al., 2007). 

Toxicidad. La degradación de diferentes  tipos de  colorantes por  lacasa, o 
lacasa‐mediador, implicaría no sólo la eliminación del color, sino también la 
reducción de su toxicidad (Abadulla et al., 2000). En el caso de los colorantes 
de tipo azo que son los más utilizados en la industria textil y por tanto los 
que están presentes en mayor cantidad en sus efluentes, el tratamiento con 
lacasa  produce  la  ruptura  asimétrica  del  enlace  azo,  liberando  nitrógeno 
molecular y generando un radical sulfofenilo que es estabilizado en  forma 
de  4‐sulfofenilhidroperóxido,  consiguiendo  así  la  detoxificación  del 
colorante  (Chivukula  et al., 1995). Por el contrario,  la  reducción del enlace 
azo  por  bacterias  conlleva  la  producción  y  acumulación  de  aminas 
aromáticas  incoloras,  algunas  de  ellas  muy  tóxicas,  que  no  pueden  ser 
degradadas  anaeróbicamente  (OʹNeill  et  al.,  2000).  Por  otro  lado,  la 
degradación de colorantes de tipo  indigo como el Acid Blue 74 por  lacasas, 
genera  isatín que es posteriormente  transformado hidrolíticamente a ácido 
antranílico,  eliminando  así  su  toxicidad  (Campos  et  al.,  2001).  En  este 
sentido se ha corroborado el descenso de toxicidad de las muestras de Acid 
Blue  74  decoloradas  con  lacasa‐mediador  natural  (lacasa‐PCU)  mediante 
Microtox®.  
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Ácido  sinápico.  El  ácido  sinápico,  el  mejor  sustrato  de  la  lacasa  de  P. 
cinnabarinus entre los compuestos ensayados, fue el mediador más rápido y 
eficaz  en  la  oxidación  de  colorantes. Otros  dos  derivados  dimetoxilados, 
acetosiringona  y  siringaldehído,  también  buenos  sustratos  de  la  enzima, 
resultaron ser eficaces promotores de la decoloración de tintes (Camarero et 
al.,  2005).  La  presencia  de  los  dos  grupos  donadores  de  electrones  en 
posición orto con respecto al grupo fenol favorece su rápida oxidación por la 
enzima  (Marzullo  et  al.,  1995).  La  fuerte  capacidad  mediadora  de  estos 
compuestos se debe a: a) su rápida oxidación por la enzima, lo que genera 
una alta concentración de radicales libres; y b) la estabilidad/reactividad de 
estos  radicales  fenoxilo.  Los  dos  sustituyentes  metoxilo  incrementan  el 
tiempo de vida de  los radicales  fenoxilo de  los derivados dimetoxilados al 
prevenir  reacciones de acoplamiento 5‐5´,  entre otras. Por otro  lado,  en  el 
caso concreto del ácido sinápico, hay que tener en cuenta además  la fuerte 
tendencia al acoplamiento β‐β’ de sus radicales fenoxilo (Lacki et al., 1998). 
Los dímeros  fenólicos generados, una vez oxidados por  la enzima, darían 
lugar a nuevos radicales fenoxilo estables, ya que no podrían sufrir nuevas 
reacciones de acoplamiento. La implicación de estos dímeros fenólicos en la 
oxidación  de  colorantes  por  lacasa  y  ácido  sinápico,  se  comenta  en  el 
apartado 5.1.3.3. 

Ácido  ferúlico.  El  ácido  ferúlico,  actuó  como  eficaz  mediador  en  la 
decoloración de Azure B, que no es oxidado por  la enzima en ausencia de 
mediador, y del Acid Blue 74, que  sí es oxidado por  la enzima. En ambos 
casos,  los  porcentajes  de  decoloración  finales  fueron  dependientes  de  la 
concentración  de  ácido  ferúlico  empleada.  Sin  embargo,  la  presencia  de 
ácido ferúlico inhibió la decoloración del resto de colorantes que la enzima 
puede oxidar por sí sola. El aumento de  la concentración de ácido ferúlico 
disminuyó  el porcentaje de decoloración de Aniline Blue  obtenido,  lo  que 
sugiere un fenómeno de inhibición competitiva por el sustrato. Los niveles 
de  decoloración  obtenidos  por  lacasa  y  ácido  ferúlico  oxidado  durante 
diferentes tiempos fueron en todos los casos, menores que los obtenidos con 
lacasa sola, aunque aumentaron a medida que se  incrementó el  tiempo de 
oxidación de ácido ferúlico por la enzima. Probablemente, la concentración 
de ácido ferúlico descienda durante la incubación con la enzima debido a la 
formación de dímeros de tipo dihidrobenzofurano β‐β´y β‐5´, reduciendo su 
efecto inhibitorio (Masuda et al., 2006). 
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Concentraciones  crecientes  de  ácido  ferúlico  no  disminuyeron  el 
porcentaje de decoloración de Reactive Blue 19 alcanzado, lo que indica que, 
pese  a  existir  inhibición  competitiva  por  el  sustrato:  a)  la  enzima  tiene 
mayor afinidad por el  colorante  (hecho que no pudimos  comprobar al no 
poder  calcular  la Km) y b) que  los  radicales de  ferúlico una vez  formados 
pueden oxidar  el  colorante  en  cierta medida. En  el  caso de Aniline Blue y 
Reactive Blue 38, la enzima tendría más afinidad por el ácido ferúlico ya que 
la  decoloración  disminuyó  a  medida  que  aumentó  la  concentración  del 
compuesto fenólico. 

El ácido sinápico resultó ser un mediador muy eficaz en  la decoloración 
de  la práctica  totalidad de  los colorantes ensayados, sin embargo,  tuvo un 
efecto negativo en la degradación de PAHs por lacasa. El ácido ferúlico, por 
el  contrario,  sí  actúo  como  mediador  en  la  oxidación  de  PAHs,  y  sin 
embargo  inhibió  algunas  de  las  reacciones  de  decoloración  de  ciertos 
colorantes por lacasa. La degradación de 2,4‐diclorofenol por lacasa también 
fue inhibida por ácido ferúlico, aunque mediada por ácido sinápico (Itoh et 
al.,  2000). La viabilidad del  sistema  lacasa‐mediador depende,  entre  otras 
cosas,  del  balance  entre  la  estabilidad  y  la  reactividad  del  radical  de 
mediador  formado,  de  la  reversibilidad  de  la  reacción  del  mediador 
oxidado con el sustrato, de la especificidad de los radicales hacia diferentes 
enlaces o grupos funcionales que va a determinar la afinidad por el sustrato 
diana,  en  función de  su  estructura  química,  así  como de  la diferencia de 
potencial  redox  o  energías de disociación de  enlace  entre  el  sustrato  y  el 
mediador. El conjunto de estos factores explicaría los diferentes porcentajes 
de degradación encontrados dependiendo del  tipo de sustrato y mediador 
ensayado. 

5.1.2.3. Peroxidación de lípidos  

El ácido sinápico, y sobre todo, el ácido p‐cumárico, tras su oxidación por 
la enzima, fueron capaces de peroxidar lípidos insaturados, corroborando lo 
descrito anteriormente para otros fenoles (Srebotnik et al., 2005). Es más, los 
niveles de TBARS obtenidos a partir de ácido  linoléico y Tween 80 con el 
sistema  lacasa‐PCU  fueron  similares o  incluso mayores que  los obtenidos 
con lacasa‐HBT. La peroxidación se produce por la sustracción de un átomo 
de hidrógeno por el radical fenoxilo y no por la lacasa (Figura 5.1), como se 
ha demostrado por  la ausencia de TBARS en  las  reacciones con  lacasa  sin 
mediador. 
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Figura 5.1. Esquema de  la peroxidación de  lípidos  insaturados por  los radicales fenoxilo 
(PhO•) del ácido p‐cumárico, generados tras su oxidación con lacasa. 

En  ausencia  de  lacasa,  estos  compuestos  fenólicos  (forma  reducida) 
actúan  como  antioxidantes,  “secuestrando”  los  radicales  existentes  en  el 
medio.  Sin  embargo,  una  vez  oxidados  por  lacasa  (radical  fenoxilo)  son 
capaces de oxidar lípidos insaturados generando radicales peroxilo, en una 
reacción que la lacasa por sí sola no puede llevar a cabo. Se ha descrito que 
la  adición  al medio de  reacción de un  antioxidante potente  como  el BHT 
(hidroxitolueno butilado),  inhibe  la  reacción de peroxidación  (Moen  et  al., 
1994;  Bao  et  al.,  1994).  En  el  caso  de  los  ácidos  p‐hidroxicinámicos,  que 
actúan a la vez como mediadores de lacasa en reacciones de peroxidación y 
como potentes antioxidantes,  se podría pensar que  la peroxidación estaría 
inhibida, en parte, por dicha capacidad antioxidante, y a pesar de ello, se ha 
demostrado  aquí  que  el  ácido  p‐cumárico  produce  TBARS  en  mayor 
cantidad  que  el  HBT,  poseyendo  este  compuesto  una  capacidad 
antioxidante nula.  
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5.1.3. MECANISMOS DE OXIDACIÓN UTILIZADOS POR LACASA Y 
ÁCIDOS p‐HIDROXICINÁMICOS COMO MEDIADORES 

5.1.3.1. Vía de  transferencia de un átomo de hidrógeno  (HAT) versus vía 
de transferencia de un electrón (ET) 

El  análisis  de  los  diferentes  productos  de  reacción  obtenidos  por  los 
sistemas  lacasa‐PCU y  lacasa‐HBT vs  lacasa‐ABTS durante  la oxidación de 
PAHs  sugirió  la  similitud  del mecanismo  de  oxidación  empleado  por  el 
sistema  lacasa‐PCU  con  el  utilizado  por  el  sistema  lacasa‐HBT.  Las 
reacciones  mediadas  por  ABTS  se  producen  a  través  de  una  vía  de 
transferencia  de  electrones  (ET),  mientras  que  los  radicales  nitroxilo  de 
HBT,  oxidan  el  sustrato  aromático  vía  transferencia  de  un  átomo  de 
hidrógeno (HAT) (Cantarella et al., 2003). En este caso, la diferencia entre las 
energías de disociación de los enlaces rotos (C‐H en los PAHs) y formados 
(RO‐H  en  el  mediador)  es  la  fuerza  que  dirige  este  mecanismo.  La 
sustracción de un  electrón del  anillo del  benzo[a]pireno por  los  radicales 
ABTS●+ del mediador oxidado, da lugar a la formación del radical catiónico 
de  dicho  PAH.  Éste  sufre  el  ataque  nucleofílico  de  los  aniones  acetato 
presentes  en  el medio  (Chen  et  al.,  2000), dando  lugar  al  intermediario  6‐
benzo[a]pirenil  acetato  (Figura  5.2).  La  ausencia  del  intermediario 
benzo[a]pirenil acetato  sustenta  la  formación de  radicales  libres, vía HAT, 
por la lacasa en presencia de ácido p‐cumárico (o HBT) como mediador. La 
utilización  de  la  vía  HAT  por  un  compuesto  fenólico  (rojo  fenol)  como 
medidador  de  lacasa  en  la  oxidación  de  compuestos modelos  de  lignina 
había  sido  descrita  con  anterioridad  (dʹAcunzo  et  al.,  2003).  Además,  la 
energía de disociación del enlace O‐H del ácido p‐cumárico es superior a la 
del  ácido  sinápico  (Vafiadis  et  al.,  2003),  por  lo  que  su  radical  fenoxilo 
tendría mayor  capacidad  de  romper  el  enlace C‐H  en  el  PAH,  necesario 
para  llevar a cabo su oxidación. Por otro  lado,  los niveles de oxidación de 
antraceno, benzo[a]pireno y pireno por lacasa‐PCU no guardan relación con 
sus potenciales redox (Majcherczyk et al., 1999), sugiriendo que  la reacción 
no  está dirigida por  la diferencia de potenciales  redox  entre  el mediador 
oxidado  y  el  sustrato  diana  como  ocurre  en  la  vía  de  transferencia 
electrónica.  

La peroxidación de lípidos por lacasa y ácido p‐cumárico, u otros fenoles  
(Srebotnik  et  al.,  2005),  apoya  el mecanismo  de  oxidación  de  PAHs  con 
lacasa‐PCU a través de una vía de transferencia de un átomo de hidrógeno 
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(HAT) que genera  radicales  libres. Además,  la  ausencia de TBARS  con  el 
sistema lacasa‐ABTS corrobora el mecanismo de transferencia de electrones. 
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Figura  5.2.  Rutas  de  oxidación  de  benzo[a]pireno  por:  a)  el  sistema  lacasa‐ABTS  vía 
transferencia electrónica (ET) o b) los sistemas lacasa‐PCU y lacasa‐HBT vía transferencia 
de un átomo de hidrógeno (HAT). c) Ataque nucleofílico de los iones acetato presentes en 
la mezcla de reacción. 
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5.1.3.2. Productos del acoplamiento oxidativo de  radicales  fenoxilo como 
mediadores de lacasa 

La formación de especies químicas sucesivas durante la oxidación de los 
ácidos  p‐hidrocinámicos  por  lacasa  se  demuestra  por  los  cambios 
producidos en el espectro de absorción del ácido sinápico (Figura 5.3).  
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Figura  5.3.  Cambios  en  el  espectro UV‐visible  del  ácido  sinápico  (50  μM)  durante  su 
oxidación por  lacasa. Los diferentes espectros corresponden a  tiempo 0  (línea negra con 
máximo de absorbancia a 300 nm), 10 seg (línea gris), 30 seg (línea amarilla, con máximo 
de absorbancia a 335 nm), 1 min (línea azul, con máximo de absorbancia a 335 y 515 nm), 
10 min (línea roja), 1 h (línea morada, se traslada el máximo de absorbancia de 515 a 425 
nm) y 8 h (línea verde, con máximo de absorbancia a 425 nm). 

Los radicales fenoxilo serían la primera especie formada, seguidos por el 
acoplamiento  β‐β´  de  las  formas  resonantes  produciendo  un  dímero  de 
ácido dihidrosinápico. La  lactonización de  la cadena  lateral  restauraría  los 
grupos  fenólicos  formando  la dilactona del ácido dehidrosinápico  (3,6‐bis‐
(4‐hidroxi‐3,5‐dimetosi‐fenil)‐tetrahidro‐furo  [3,4‐c]furan‐1,4‐diona)  (Figura 
5.4) (Lacki et al., 1998; Tranchimand et al., 2006; Liu et al., 2007).  

Esta dilactona es también sustrato de lacasa y produce un radical fenoxilo 
estable, ya que no son posibles reacciones de acoplamiento adicionales. La 
fácil  oxidación  de  estas  lactonas  está  en  concordancia  con  su  fuerte 
actividad antioxidante (Liu et al., 2007). Estos productos diméricos fenólicos 
actuarían  como  mediadores  de  lacasa,  de  acuerdo  con  lo  que  se  ha 
demostrado  en  este  trabajo  con  el  siringaresinol,  un  dímero  fenólico 
homólogo,  cuya presencia promovió  la  oxidación de  colorantes  orgánicos 
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por  lacasa, permitiendo  la decoloración de Reactive Black 5, con eficiencias 
similares a las del ácido sinápico. 

Acoplamiento 
oxidativo 

ß‐ß’

Ácido Sinápico
Bislactona del ácido dihidrosinápico

Acoplamiento 
oxidativo 

ß‐ß’

Ácido Sinápico
Bislactona del ácido dihidrosinápico  

Figura 5.4. Reacción de acoplamiento oxidativo del ácido sinápico. 

Al cabo de 1 h de reacción (en  las condiciones ensayadas) el máximo de 
absorbancia a 512 nm se traslada a 425 nm, en concordancia con la ruptura 
no  enzimática de  los productos diméricos, dando  lugar a p‐benzoquinona 
como un producto final de la oxidación de ácido sinápico por lacasa (Lacki 
et al., 1998). 

Si bien la formación de este tipo de dímeros no queda descartada durante 
la  oxidación de  ácido  ferúlico  y  ácido  p‐cumárico  por  lacasa,  no  está  tan 
favorecida.  Se producen un  amplio  rango de productos de  condensación, 
debido  a  la  formación  de  uniones  5‐5´,  β‐5´y  4‐O‐5´  que  no  se  producen 
durante la oxidación de ácido sinápico (Arrieta‐Baez et al., 2006). 

5.1.3.3. Cinéticas  de  oxidación  de  ABTS  por  lacasa  y  ácidos  p‐
hidroxicinámicos 

El ABTS se utilizó como sustrato de lacasa para estudiar la capacidad de 
los radicales de los ácidos p‐hidroxicinámicos para actuar como mediadores 
de  lacasa.  El  ABTS  reducido  se  obtuvo  añadiendo  el  ácido  p‐
hidroxicinámico  al  radical  ABTS●+  generado  enzimáticamente.  Tras  su 
inmediata reducción, el ABTS comenzó a re‐oxidarse como consecuencia del 
sistema lacasa‐mediador (Figura 5.5). 

El radical ABTS●+ fue totalmente reducido de forma instantánea al añadir 
ácido sinápico a la mezcla de reacción. A pesar de que el ácido sinápico fue 
totalmente oxidado debido a la cantidad equimolecular añadida, se produjo 
a  continuación  la  re‐oxidación del ABTS  (más  lentamente)  sugiriendo que 
estaban teniendo  lugar reacciones adicionales, probablemente  la formación 
de  los  dímeros  fenólicos  (lactonas) mencionados  en  el  apartado  anterior, 
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que actuarían a su vez como mediadores de la enzima. Finalmente, ambos, 
ABTS y ácido sinápico fueron totalmente oxidados. 

ABTS

ABTS●+ 

ABTS

ABTS●+ 

Ácido
p‐hidroxicinámicoLacasa Lacasa‐mediador

ABTS

ABTS●+ 

ABTS

ABTS●+ 

Ácido
p‐hidroxicinámicoLacasa Lacasa‐mediador

 
Figura 5.5. Esquema de oxidación‐reducción de ABTS. 

La re‐oxidación del ABTS se produjo a través del sistema lacasa mediador 
y no por la lacasa sola, ya que se observaron diferentes niveles de oxidación 
en presencia de cada uno de  los ácidos p‐hidroxicinámicos. La más rápida 
oxidación de ácido sinápico y ferúlico por la lacasa de P. cinnabarinus está en 
concordancia con los bajos valores de Km y altos valores de kcat de la enzima 
por estos compuestos frente al ABTS. La afinidad por los dímeros fenólicos 
estaría en el mismo orden, de acuerdo con  los resultados obtenidos con el 
siringaresinol. 

Las diferencias en la naturaleza y producción de las especies de oxidación 
de los tres ácidos p‐hidroxicinámicos afectarían al rendimiento y rapidez del 
sistema  lacasa‐mediador.  La  rápida  oxidación  del  ácido  sinápico  por  la 
enzima  resulta en una alta concentración de  radicales  fenoxilo y  la  rápida 
formación de dilactonas fenólicas que actúan a su vez como mediadores. Sin 
embargo,  el  ácido  p‐cumárico  es mucho más  lentamente  oxidado  por  la 
lacasa  y  sus  radicales  fenoxilo  podrían  formar  una  amplia  variedad  de 
dímeros y oligómeros con bajo contenido fenólico debido a la formación de 
uniones  4‐O‐5´  y  estructuras  de  tipo  fenilcumarano  (Lacki  et  al.,  1998; 
Tranchimand et al., 2006; Daquino et al., 2006). 

Los  valores  TEAC  obtenidos  en  etanol  están  relacionados  con  los 
potenciales redox de los tres ácidos p‐hidroxicinámicos, sugiriendo una ruta 
de transferencia de electrones entre estos fenoles y los radicales de ABTS●+ y 
de  acuerdo  con  la  fuerte  capacidad  de  unir  un  hidrógeno  del  solvente, 
donde la ruta de transferencia de un átomo de hidrógeno es más difícil (Foti 
et al., 2004). Por el contrario, en medio acuoso (donde los valores TEAC para 
los  tres  ácidos  son  similares),  la  conducta  antioxidante  de  las  formas 
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monoaniónicas  (COO‐/OH) sería determinada por su habilidad para donar 
un átomo de hidrógeno a los radicales ABTS●+. 

5.1.3.4. Peroxidación de lípidos como vía extra para la oxidación de PAHs 
recalcitrantes 

El mayor  potencial  redox de  fenantreno  (1,50 V)  comparado  con  el  de 
antraceno (1,09 V) y el de benzo[a]pireno (1,27 V) (Pysh et al., 1963) explica 
la  incapacidad  de  la  lacasa  de  oxidar  este  PAH.  El  uso  de mediadores 
(naturales  o  artificiales)  promovió  la  degradación  de  antraceno  y 
benzo[a]pireno, pero no  la de  fenantreno. Por  este motivo,  en  el presente 
trabajo  se planteó  estudiar  la degradación de  fenantreno por  la  vía de  la 
peroxidación de lípidos con lacasa y mediadores fenólicos naturales, frente 
al uso de HBT (Bohmer et al., 1998).  

En presencia de Tween 80 como  fuente de ácidos grasos  insaturados,  la 
lacasa y el ácido p‐cumárico transformaron eficientemente este PAH, gracias 
a la formación de radicales peroxilo de lípidos, que actuarían como fuertes 
oxidantes.  La  participación  de  dichos  radicales  se  demostró  porque  el 
fenantreno es oxidado por el sistema  lacasa‐mediador natural sólo cuando 
hay  ácidos grasos  insaturados  en  el medio.  Sin  embargo, no  se  consiguió 
degradar el fenantreno con lacasa‐ABTS en presencia de Tween 80 (datos no 
mostrados), en concordancia con  la ausencia de TBARS en  los ensayos de 
peroxidación de  lípidos  llevados a cabo con este sistema, y con resultados 
publicados  anteriormente  (Srebotnik  et  al.,  2005).  El  mecanismo  de 
oxidación (ET) utilizado por  los radicales ABTS●+, en contraposición con  la 
vía HAT de los radicales nitroxilo del HBT (Cantarella et al., 2003) o fenoxilo 
del  ácido  p‐cumárico  (según  se  ha  podido  comprobar  en  este  trabajo), 
explican estos resultados.  

La  oxidación  de  fenantreno  genera  9,10‐fenantrenquinona  como 
intermediario del ácido 2,2‐difénico que se produce por la ruptura del anillo 
(Daniel  et al., 1989; Hammel  et al., 1992; Bogan  et al., 1996). Pese a que en 
estos estudios no se pudieron  identificar estos productos de oxidación,  los 
peróxidos lipídicos parecen contribuir de forma notable a la degradación de 
contaminantes  aromáticos  por  las  oxidorreductasas  ligninolíticas  (Reed, 
1987; Moen  et  al., 1994; Bogan  et  al., 1996), de hecho,  su  implicación en  la 
mineralización  de  benzo[a]pireno  por  el  sistema  MnP/Mn3+  de  hongos 
saprófitos del suelo parece un factor clave (Steffen et al., 2003).  
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5.1.4. PAPEL DE LA LACASA Y LOS MEDIADORES NATURALES EN 
LA  DEGRADACIÓN  DE  COMPUESTOS  AROMÁTICOS 
RECALCITRANTES 

Las lacasas son enzimas ampliamente distribuidas en hongos y bacterias 
del  suelo,  siendo  los  mayores  productores  de  lacasa  los  hongos  de 
podredumbre  blanca  de  la  madera.  Su  expresión  está  inducida  por 
compuestos  fenólicos  relacionados  con  la  lignina  (Herpoël  et  al.,  2000; 
Terrón et al., 2004). Estos compuestos fenólicos, originados de la materia en 
descomposición  (Kuiters  et  al.,  1987)  e  incorporados  al  humus,  están 
también presentes en forma libre en el suelo (Felbeck, 1971) y son utilizados 
como bioindicadores del proceso de  turnover del humus  (Djurdjevic  et  al., 
2006). En concreto, el ácido p‐cumárico (y el ácido ferúlico) son abundantes 
en  la materia  vegetal  y  en  suelos  de  bosques  (Suominen  et  al.,  2003)  y 
praderas  (Fan  et  al.,  2002),  estando  también presentes  en  exudados de  las 
raíces de los árboles (Munzenberger et al., 1997).  

La descripción de estos mediadores naturales fenólicos apoya el papel de 
las lacasas en el proceso de biodegradación de lignina dada la ubicuidad de 
estos compuestos y de los hongos productores de lacasa. La implicación de 
las  lacasas  y  los mediadores  naturales,  generados  durante  el  proceso  de 
degradación  del  polímero  de  lignina,  sería  especialmente  relevante  en 
aquellos  hongos  que  producen  lacasa  como  principal  oxidorreductasa 
ligninolítica. 

Así mismo el éxito de la transformación in vitro de PAHs y colorantes por 
las  diferentes  vías  de  actuación  de  la  lacasa  y  los mediadores  naturales 
demostradas en este trabajo, o para detoxificar pesticidas organofosforados 
(Amitai  et  al.,  1998)  o  clorofenoles  (Ullah  et  al.,  2000), manifiesta  el papel 
potencial de estos sistemas en procesos de biorremediación in vivo en suelos 
contaminados o su posible utilización en procesos de descontaminación de 
efluentes  industriales  (Figura  5.6).  El  potencial  oxidativo  de  los  sistemas 
lacasa‐mediador natural se ve extendido por el mecanismo de peroxidación 
lipídica, apoyado en  la existencia de ácidos grasos  insaturados en  las hifas 
del micelio  de  hongos  (Lestan  et  al.,  1990),  dónde  se  podrían  iniciar  los 
procesos  de  peroxidación,  que  facilitarían  la  oxidación  de  compuestos 
recalcitrantes.  
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Figura  5.6.  Posible  papel  del  sistema  lacasa‐mediador  natural  en  procesos  de 
biorremediación de suelos y descontaminación de efluentes industriales.  

Las lacasas pueden catalizar el acoplamiento oxidativo de fenoles dando 
lugar a su polimerización. Esta capacidad de las lacasas puede ser utilizada 
para  la detoxificación de  efluentes  contaminados  con  clorofenoles u  otros 
compuestos  fenólicos mediante su acoplamiento en polímeros que pueden 
ser  retirados  por  filtración.  Otra  aplicación  basada  en  su  capacidad 
polimerizadora es  la biorremediación de suelos contaminados mediante  la 
inmovilización de  los  contaminantes  en  las  sustancias  húmicas del  suelo, 
reduciendo  su  biodisponibilidad  (Bollag  et  al.,  1980;  Tatsumi  et  al.,  1992; 
Dawel  et  al.,  1997;  Dec  et  al.,  2000;  Ahn  et  al.,  2002).  Por  otra  parte,  la 
oxidación  de  contaminantes  halogenados  (por  ejemplo  clorofenoles)  por 
lacasa conlleva su deshalogenación y por tanto, la reducción de su toxicidad 
(Bollag et al., 2003). Además, tal y cómo se ha demostrado en este trabajo, las 
lacasas  en  presencia  de  fenoles  naturales  como  mediadores  redox,  son 
capaces de transformar contaminantes más recalcitrantes, inaccesibles hasta 
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entonces para la lacasa, como colorantes azo de alto potencial redox como el 
Reactive  Black  5  o  PAHs  como  el  benzo[a]pireno,  que  son  además, 
detoxificados  por  la  acción  de  estos  sistemas  enzimáticos  o  que  pueden 
sufrir reacciones de acoplamiento, quedando inmovilizados en el suelo. 

La descripción de estos mediadores naturales de lacasa, respetuosos con 
el medioambiente y disponibles a bajo coste, puede suponer un significativo 
avance hacia la implementación industrial del sistema lacasa‐mediador para 
el  desarrollo  de  nuevos  procesos  de  biotecnología  blanca más  limpios  y 
eficientes.  Los  nuevos  sistemas  lacasa‐mediador  natural  podrían  ser 
integrados en diferentes etapas del proceso de fabricación de papel, desde la 
degradación de  la  lignina  residual  responsable del  color de  las pastas de 
papel en las secuencias de blanqueo (Camarero et al., 2004; Camarero et al., 
2007),  pasando  por  la  eliminación  de  los  lípidos  responsables  de  los 
depósitos de pitch (que reducen la calidad de las pastas y se acumulan en los 
circuitos) (Gutiérrez et al., 2007) hasta el final del proceso, en el tratamiento 
de los efluentes de blanqueo. Esto permitiría la reutilización de las aguas ya 
que no  se generarían organoclorados y no habría pitch  en  los  circuitos,  lo 
que  supondría  un  importante  avance  hacia  el  lanzamiento  de  las 
biorefinerías de residuos cero. De gran relevancia es el hecho de que estos 
mediadores fenólicos pueden ser obtenidos de las propias aguas del proceso 
de  fabricación  de  la  pasta  de  papel,  por  ejemplo,  las  lejías  negras 
procedentes  de  la  cocción  de  pasta  kraft  de  eucalipto  poseen  cantidades 
notables de algunos de estos compuestos fenólicos (Camarero et al., 2007).  
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5.2. EVOLUCIÓN  DIRIGIDA  DE  LACASAS  DE  ALTO 
POTENCIAL REDOX 

5.2.1. EXPRESIÓN FUNCIONAL DE LA LACASA DE P. cinnabarinus EN 
S. cerevisiae  

Para  acometer  la mejora  de  la  lacasa  de  P.  cinnabarinus  por  evolución 
dirigida  se  requiere,  en  primer  lugar,  de  su  expresión  funcional  en  S. 
cerevisiae, hospedador heterólogo utilizado en estos ensayos; y, en segundo 
lugar,  de  niveles  suficientes  de  lacasa  activa  en  microcultivos  para  ser 
detectados  en  los  ensayos  sistemáticos  colorimétricos  (high‐throughput 
screening).  La  expresión  de  lacasas  de  basidiomicetos  en  S.  cerevisiae  es 
dificultosa y ofrece rendimientos muy bajos  (Kunamneni et al., 2008). Para 
solventar  estas  dificultades  y  conseguir  ambos  fines,  se  reemplazó  la 
secuencia del péptido  señal de  la  lacasa nativa, por  la  secuencia  señal del 
factor α de S.  cerevisiae,  se optimizaron  las condiciones de expresión de  la 
lacasa por la levadura y se ajustaron las condiciones del ensayo sistemático 
de actividad. 

5.2.1.1. Construcción de α‐PcL 

El  planteamiento  de  la  construcción  α‐PcL  surgió  en  base  a  estudios 
previos donde  se había utilizado  con  éxito  la  secuencia  señal del  factor α 
para la expresión de proteínas heterólogas en S. cerevisiae. La fusión entre la 
enzima a expresar heterólogamente y  la secuencia señal del  factor α es un 
sistema de expresión en levaduras aplicable a un amplio rango de proteínas 
activas  con  tamaños  que  van  desde  24  hasta  842  aminoácidos. Desde  los 
primeros  trabajos  en  los  que  se utilizó  esta  solución para  la  secreción de 
proteínas  heterólogas  (Bitter  et  al.,  1984;  Brake  et  al.,  1984), muchas  otras 
proteínas han sido expresadas utilizando este sistema (Miyajima et al., 1985; 
Ernst,  1986;  Barr  et  al.,  1987;  Jonsson  et  al.,  1997;  Bulter  et  al.,  2003b; 
Abdelmoula‐Souissi et al., 2007). En nuestro caso, esta construcción permitió 
expresar de forma activa la lacasa de P. cinnabarinus en S. cerevisiae con unos 
niveles suficientes para iniciar los estudios de evolución dirigida objeto del 
presente trabajo. 

En la construcción se incluyó la secuencia señal completa del factor α, es 
decir las secuencias del prepéptido y del propéptido, ya que ambos  juegan 
un papel crucial en la secreción de la proteína. El prepéptido, interviene en 
la  inserción  de  la  cadena  polipeptídica  en  maduración  en  el  retículo 
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endoplasmático,  y  el  propéptido,  en  el  plegamiento  de  la  cadena 
polipeptídica durante su transición y estancia en el aparato de Golgi (Brake 
et al., 1984). Además, posee tres sitios de N‐glicosilación capaces de unirse a 
receptores  de  carbohidratos  que  facilitan  el  movimiento  de  las 
glicoproteínas desde el  retículo endoplasmático hasta el aparato de Golgi, 
disminuyendo  el  tiempo  de  tránsito  intracelular  de  la  proteína  y 
favoreciendo así su secreción (Shuster, 1991). 

5.2.1.2. Optimización de las condiciones de inducción de lacasa 

El  reemplazo  de  la  secuencia  señal  de  la  lacasa  nativa  por  la  del  pre‐
propéptido del  factor α posibilitó  la  secreción de PcL por  la  levadura. Sin 
embargo, los niveles de enzima fueron muy bajos. Por este motivo, y con el 
fin de alcanzar niveles detectables y reproducibles de actividad lacasa en el 
medio de cultivo, se optimizaron las condiciones de expresión/secreción de 
lacasa en microcultivos de S. cerevisiae.  

El  efecto  positivo  de  la  adición  de  etanol  al medio  de  expresión  en  el 
crecimiento de  S.  cerevisiae, pudiera deberse  a  su  empleo  como  fuente de 
carbono adicional por  la  levadura  (van de Laar et al., 2007). Otros autores, 
sin embargo han descrito  la inhibición del crecimiento de levaduras con el 
incremento  de  la  concentración  de  etanol  (Alfenore  et  al.,  2004)  debido  a 
cambios  en  la  fisiología  y  en  el  balance  redox del medio  (Cortassa  et  al., 
1995). Del mismo modo,  la  adición  de  etanol  favoreció  la  producción  de 
lacasa detectada en los cultivos de S. cerevisiae, coincidiendo con lo descrito 
anteriormente  para  cultivos  de  P.  cinnabarinus  y  de  otras  hongos  de 
podredumbre blanca productores de lacasa (Lee et al., 1999; Lomascolo et al., 
2003). El etanol solubiliza  los  lípidos que  forman  la membrana plasmática, 
por  lo que  incrementaría  la permeabilidad de ésta y  facilitaría  la secreción 
de  la enzima. Además, se ha descrito que  la adición de etanol genera una 
respuesta  a  estrés  de  la  célula  pudiendo  inducir  las  proteínas  de  shock 
térmico,  en  particular  chaperonas  citoplasmáticas  y  del  retículo 
endoplasmático, que también jugarían un papel importante en el proceso de 
secreción (van de Laar et al., 2007) y en la permeabilidad de las membranas 
(Petrov  et  al.,  1990).  Por  otro  lado,  el  cambio  en  el  balance  redox  en  el 
retículo  endoplasmático  también  podría  favorecer  el  correcto 
empaquetamiento  de  estas  proteínas.  Por  otro  lado,  en  estudios  de 
expresión  homóloga  de  lacasa  en  P.  cinnabarinus  utilizando  diferentes 
promotores,  se  ha  comprobado  que  la  presencia  de  etanol  aumenta 
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significativamente la expresión de la lacasa por el hongo. Esta inducción de 
la expresión se explicaría por la presencia de elementos de respuesta a estrés 
en dichos promotores, elementos que parecen existir incluso en promotores 
constitutivos en vista de los resultados obtenidos (Alves et al., 2004). 

Por otro lado, la concentración de etanol ensayada no pareció afectar ni a 
la actividad ni a la estabilidad de la enzima, en concordancia con resultados 
previos donde concentraciones de etanol de hasta 50 g/L no afectaron a  la 
actividad enzimática (Lee et al., 1999). 

La  adición  de  ácido  ferúlico  o  vainillina,  conocidos  inductores  de  la 
producción de  lacasa en hongos  ligninolíticos como P. cinnabarinus (Eggert 
et  al.,  1996b; Herpoël  et  al.,  2000;  Lomascolo  et  al.,  2003),  no  tuvo  efectos 
positivos  en  la  producción  de  lacasa  por  S.  cerevisiae.  Las  diferencias 
detectadas con ABTS y DMP pueden deberse a interferencias con el método 
de medida de actividad lacasa (ver siguiente apartado). 

Por  otro  lado,  se  corroboró  que  la  expresión  de  lacasa  fue  altamente 
dependiente  de  la  concentración  de  CuSO4  en  el  medio  de  inducción 
(Palmieri et al., 2000; Hoshida et al., 2005). La concentración de CuSO4 es uno 
de los factores más importantes para la producción eficiente de enzimas de 
cobre, ya que es necesario para el correcto empaquetamiento y ensamblaje 
de  la  lacasa  en  los pasos post‐transcripcionales  (Hoshida  et  al.,  2005).  Sin 
embargo,  el  cobre  resulta  tóxico  para  la  célula  en  determinadas 
concentraciones  (rango mM), pudiendo además  inhibir  la actividad  lacasa 
(Robles  et  al.,  2002).  En  nuestro  caso,  concentraciones  de  hasta  4 mM  no 
inhibieron  el  crecimiento  de  S.  cerevisiae  en  microcultivo,  induciendo 
significativamente  la  producción  de  lacasa.  El  uso  de  concentraciones  de 
CuSO4  superiores a 4 mM produjo un descenso de  la actividad  lacasa  (en 
cultivos en matraz) debido al menor crecimiento obtenido.  

Por último, se determinó el efecto positivo del descenso de la temperatura 
de  incubación  por  debajo  de  los  30  °C  (utilizados  habitualmente  para  el 
crecimiento de  las  levaduras) en  la expresión heteróloga de  la  lacasa de P. 
cinnabarinus. Aunque  las  incubaciones de  los microcultivos de S.  cerevisiae 
durante el proceso de evolución dirigida se realizaron a 30 °C por motivos 
técnicos, en  la producción de  la variante 7A9 a mayor escala se comprobó 
que la producción de lacasa fue el doble cuando el cultivo se incubó a 20 °C 
en  lugar  de  a  30  °C.  Este  hecho  ratifica  los  resultados  obtenidos 
anteriormente  para  la  expresión  heteróloga  de  lacasas  fúngicas  en  S. 
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cerevisiae o Pichia Pastoris (Cassland et al., 1999) y de otras oxidorreductasas 
(Eibes et al., 2009). 

5.2.1.3. Ensayo sistemático de actividad  

Para  la  exploración  sistemática  y  detección  de  actividad  lacasa  en  las 
diferentes generaciones de clones (high‐troughput screening) se utilizaron dos 
métodos colorimétricos diferentes: con ABTS (sustrato de tipo no fenólico) y 
DMP (fenólico). Con ello se evita que el incremento de actividad lacasa esté 
dirigido exclusivamente hacia un único sustrato. A lo largo de los tres ciclos 
evolutivos no se obtuvo ningún clon activo  frente a un sustrato e  inactivo 
frente  al otro,  lo  cual pone de manifiesto que  las mutaciones  acumuladas 
influyeron en la mejora de la actividad catalítica general de la enzima. 

Por  otra parte,  la detección de  actividad  lacasa  con más de un  sustrato 
resultó muy útil para detectar interferencias del medio de inducción con el 
método colorimétrico. Así, durante la optimización del medio de expresión, 
la actividad lacasa con ABTS se vio enmascarada por la presencia de ácido 
ferúlico y vainillina en el medio. La inhibición competitiva entre el ABTS y 
el ácido ferúlico o la vainillina (Km de 18,7, 7,4 y 18,3 μM, respectivamente) 
parece ser responsable de este hecho. Sin embargo, la afinidad de la enzima 
por  el  DMP  es  mucho  mayor  (Km  3,6  μM),  por  lo  que  en  el  ensayo 
colorimétrico con DMP no se observaron interferencias de este tipo. 

 

5.2.2.  ESTRATEGIA DEL PROCESO EVOLUTIVO  

La construcción α‐PcL,  formada por  la  secuencia  señal del  factor α y el 
ADNc  de  la  lacasa  nativa  de  P.  cinnabarinus,  se  sometió  al  proceso  de 
evolución  dirigida,  de  manera  que  la  acumulación  de  mutaciones 
beneficiosas  pudiera  tener  lugar  tanto  en  la  secuencia  señal  como  en  la 
secuencia  de  la  lacasa madura.  De  este modo  se  pretendía  aumentar  la 
actividad  lacasa  total,  que  comprende  tanto  la  mejora  de  la  expresión 
funcional  de  la  enzima  en  la  levadura  como  la  mejora  de  su  actividad 
catalítica.  

La  creación  de  diversidad  génica  a  lo  largo  del  proceso  de  evolución 
dirigida  se  consiguió utilizando dos  estrategias diferentes:  la mutagénesis 
inducida  del  gen  en  estudio  y/o  la  recombinación  de  los  mutantes 
resultantes. Se alternaron por tanto metodologías de PCR mutagénica para 
la  introducción  de  mutaciones  puntuales  en  α‐PcL,  con  procesos  de 
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recombinación in vivo de los distintos productos amplificados por PCR en la 
levadura.  De  esta  manera  se  facilita  la  acumulación  de  las  mutaciones 
beneficiosas y la eliminación de aquéllas que se presentan como deletéreas o 
neutrales.  

Respecto  a  las  técnicas de mutagénesis  aleatoria,  se  ajustó  el  índice de 
mutación  para  introducir  de  1  a  3  cambios  de  aminoácidos  por  proteína 
variando  la  concentración  de  ADN  molde.  Con  el  fin  de  aumentar  la 
exploración del espacio proteico, se alternó el uso de dos polimerasas que 
poseen  preferencias  de  mutación  diferentes,  obteniéndose  genotecas 
heterogéneas  con  espectros  mutacionales  distintos.  Aunque,  tanto  la 
Mutazima  II  como  la  Taq  polimerasa  muestran  tendencia  hacia  las 
transiciones  (sustitución de purinas por purinas  (A↔G) o pirimidinas por 
pirimidinas (T↔C)), la primera enzima tiende a igualar las mutaciones A y 
T  a  las G y C, mientras que  la Taq polimerasa  (bajo  condiciones de PCR 
propensa a error) es 3 veces más propensa a introducir mutaciones en A o T 
con relaciones AT→GC/GC→ AT superiores a 1. 

En  la  primera  generación  se  utilizó  la  polimerasa  Mutazima  II  para 
generar  dos  librerías  con  diferente  tasa  de  mutación  (baja  y  media), 
conseguidas  gracias  a  la  variación  de  la  concentración  de  ADN  molde, 
manteniendo  el  resto  de  parámetros  de  la  reacción  constantes.  En  la 
genoteca  de  índice  de mutación medio  el  20 %  de  los  clones  explorados 
tuvieron menos del 10 % de la actividad del tipo parental. En la genoteca de 
índice de mutación bajo, el 6 % de los clones explorados tuvieron menos del 
10 % de la actividad del tipo parental. 

En  las  dos  generaciones  siguientes,  los  genes  parentales  (mejores 
mutantes  de  la  generación  anterior)  se  amplificaron  y  mutagenizaron 
mediante el uso de Taq/MnCl2 con el fin de variar el espectro mutacional. 

Posteriormente,  los  productos  de  PCR  se  recombinaron  in  vivo  en  S. 
cerevisiae. Éstos poseen extensiones solapantes de alrededor de 50 pares de 
bases que facilitan el clonaje in vivo y la reparación del vector de expresión 
mediante un proceso de recombinación homóloga. El método de barajado in 
vivo de ADN se basa en la elevada frecuencia de recombinación homóloga y 
la fácil manipulación de S. cerevisiae (Cherry et al., 1999; Bulter et al., 2003a). 
La  recombinación de  los  parentales  previamente mutagenizados  permitió 
obtener  mejores  adaptaciones  (Bulter  et  al.,  2003b),  aumentando  la 
diversidad  funcional  creada  mediante  mutagénesis  inducida.  Con  esta 
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técnica se  facilita  la combinación de mutaciones beneficiosas, provenientes 
de  los  diferentes  mutantes  seleccionados  en  cada  ciclo  evolutivo, 
promoviendo  las mejoras obtenidas por separado como se puede observar 
en la Figura 5.7.  

De  los  seis  clones  seleccionados  en  la  segunda  generación,  tres 
incorporaron nuevas mutaciones introducidas por PCR mutagénica, y todos 
acumularon  mutaciones  procedentes  de  los  diferentes  parentales  de  la 
primera generación. De la tercera generación, todos los clones seleccionados 
acumularon  cinco mutaciones  incorporadas  en  el  primer  o  segundo  ciclo 
evolutivo. Dos de los clones seleccionados incorporaron nuevas mutaciones 
debidas  al  proceso  de  PCR mutagénica, mientras  que  los  otros  dos  sólo 
contuvieron  las  mutaciones  acumuladas  en  las  generaciones  anteriores. 
Estos  resultados  muestran  la  idoneidad  del  diseño  de  los  ensayos  de 
evolución  dirigida.  Se  consiguió  la  acumulación  de  las  mutaciones 
beneficiosas generadas en los ciclos anteriores gracias a la recombinación in 
vivo de  los genes seleccionados, y además permitió  la aparición de nuevas 
mutaciones favorables. 

 

5.2.3. MUTACIONES  INTRODUCIDAS  DURANTE  EL  PROCESO  DE 
EVOLUCIÓN DIRIGIDA 

Las mutaciones  beneficiosas  seleccionadas  y  acumuladas  a  lo  largo del 
proceso evolutivo de α‐PcL se muestran en la Figura 5.7.  

La mutación A(α9)D aparece por primera vez en el mejor mutante de la 
primera  generación  (1D12),  se  conserva  en  tres  de  los  seis  mutantes 
seleccionados  en  la  segunda  generación  y  en  todos  los  de  la  tercera 
generación, gracias a los procesos de recombinación en la levadura llevados 
a  cabo.  Esta  mutación  afecta  a  un  residuo  de  la  región  hidrófoba  del 
prepéptido del factor α. Lo que resulta sorprendente ya que la mayor parte 
de las alteraciones descritas que disminuyen la eficiencia de translocación al 
retículo  endoplasmático de  la proteína  naciente  están  relacionadas  con  la 
reducción de la hidrofobicidad de esta región, que es el factor más crítico y 
necesario  para  la  unión  a  la  partícula  de  reconocimiento  de  señal  (SRP) 
(Nothwehr  et al., 1990). Sin embargo,  resultados análogos  (sin publicar) se 
han  obtenido  durante  la  evolución  en  el  laboratorio  de  la  lacasa  del 
basidiomiceto  PM1,  con  alta  homología  de  secuencia  con  la  lacasa  de  P. 
cinnabarinus.  Más  aún,  la  mutación  de  dos  residuos  hidrófobos  por  un 
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residuo  polar  ácido  en  la  región  hidrófoba  de  la  secuencia  señal  de  la 
invertasa  de  Debaryomyces  occidentalis,  también  ha mejorado  la  actividad 
detectada en el medio. 
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Figura  5.7. Esquema  que muestra  las mutaciones  beneficiosas  seleccionadas durante  el 
proceso  de  evolución  de  la  lacasa  de  P.  cinnabarinus  (α‐PcL).  Se  resaltan  en  diferentes 
colores  las  mutaciones  introducidas  en  cada  ciclo,  para  apreciar  los  eventos  de 
entrecruzamiento.  Se  muestran  también  los  incrementos  de  actividad  total  en  cada 
mutante con respecto al mejor mutante de la generación anterior.   

La  otra mutación  localizada  en  el  prepéptido  del  factor α  es R(α2)S  y 
surge  en  el  segundo mejor mutante  de  la  primera  generación,  3D3.  Esta 
mutación  aparece  en  tres  de  los  seis  mejores  mutantes  de  la  segunda 
generación  con  la  particularidad  de  que  los  mutantes  que  poseen  esta 
mutación  no  contienen  la  mutación  A(α9)D.  Así,  esta  mutación  no  se 
conservó  en ninguno de  los  clones  seleccionados de  la  tercera generación 
(todos con la mutación A(α9)D). 

La mutación S(α58)G proviene  también del mutante 3D3 de  la primera 
generación. Afecta a uno de los tres sitios de N‐glicosilación del propéptido 
del  factor  α  (Asn‐Ser‐Thr  por  Asn‐Gly‐Thr),  implicados  en  la mejora  de 
secreción de proteínas heterólogas en S.  cerevisiae. El efecto beneficioso de 



Discusión 

162 

esta mutación, que se conserva en varios de  los mutantes seleccionados de 
la segunda generación y en los cuatro mutantes seleccionados de la tercera, 
estaría relacionado con que la Gly podría aportar flexibilidad a esta región. 
Ésta  permitiría  una  mayor  facilidad  de  anclaje  del  carbohidrato  a  los 
receptores  que  facilitaría  el  movimiento  de  las  glicoproteínas  desde  el 
retículo endoplasmático hasta el aparato de Golgi, disminuyendo el tiempo 
de  tránsito  intracelular  de  la  proteína  y  favoreciendo  así  su  secreción 
(Shuster, 1991; Sagt et al., 2000). 

Las mutaciones F(α48)S y E(α86)G,  localizadas en el propéptido y en  la 
zona  de  procesamiento  del  propéptido  del  factor  α,  respectivamente, 
aparecen  por  primera  vez  en  el mutante  10A7  de  la  segunda  generación 
como  consecuencia  de  la  PCR mutagénica,  y  se  conservan  en  todos  los 
mutantes seleccionados de la tercera generación. 

Las mutaciones en la secuencia señal del factor α parecen responsables de 
una mejora en la secreción de la lacasa por la levadura. En concreto, en los 
dos mejores clones de la primera generación no existen otras mutaciones en 
la secuencia de  la proteína madura que sean responsables del aumento de 
actividad  lacasa  en  el  medio.  Análogamente,  mutaciones  puntuales 
introducidas en  la  secuencia  señal de  la α‐galactosidasa empleada para  la 
expresión de una proteína humana en levaduras, permitieron optimizar los 
niveles de expresión (Hofmann et al., 1991). Las mutaciones que mejoraron 
la  secreción  resultaron  ser  parcialmente  específicas  para  cada  proteína  y 
para diferentes cepas de hospedador. Sin embargo, en nuestro caso, existen 
indicios de que mutaciones en regiones concretas del prepéptido del factor 
α podrían ser beneficiosas para  la expresión heteróloga no sólo de  lacasas 
fúngicas, sino quizás de otras proteínas eucarióticas en levaduras. 

Respecto  a  las  mutaciones  en  la  secuencia  de  la  proteína  madura, 
aparecen siete mutaciones beneficiosas a  lo  largo del proceso de evolución 
dirigida. La mutación P394H surge en la primera generación y se conserva 
durante  las  siguientes  recombinaciones  en  todo  el proceso  evolutivo. Esta 
mutación es la única responsable de la mejora de actividad de 4,5 veces en el 
mutante 5F7 de la primera generación. Por este motivo, y por ser la Pro 394 
un  residuo  conservado  del  centro  activo  de  la  enzima,  en  el  entorno  del 
cobre T1, parece  responsable de  la mejora  en  la  actividad  catalítica de  la 
enzima.  El  residuo  adyacente,  la  His  395  es  uno  de  los  residuos  que 
coordinan al cobre T1,  junto con  la His 456 y  la Cys 451. El cambio de Pro 
394 por una His promueve la formación de un puente de hidrógeno con la 
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Asn 208, que se encuentra próxima al ligando de cobre His 395 (Figura 5.8). 
La formación de este puente de H puede provocar un cambio estructural en 
el  entorno  del  sitio  activo  de  la  enzima,  al  producir  una  elongación  del 
enlace del cobre T1 con el nitrógeno δ de  la His 395 en el sitio T1. En este 
sentido, la mayor longitud del enlace entre el cobre T1 y el nitrógeno δ de la 
otra His  que  coordina  al  cobre  (His  456)  en  las  lacasas  de  alto  potencial 
redox  de T.  versicolor  y  P.  cinnabarinus  con  respecto  a  las  lacasas de  bajo 
potencial  redox  (como  la  de  M.  albomyces),  ha  sido  apuntado  como 
responsable de  la modulación del potencial  redox  en  el  sitio de  cobre T1 
(Piontek et al., 2002). 

Otra de las mutaciones localizada en la secuencia de la proteína madura 
es  la mutación  D341N,  que  aparece  en  el  segundo  ciclo  evolutivo  y  se 
conserva en el mejor mutante de la tercera generación. La presencia de esta 
mutación en el mutante 19C8 de la segunda generación permite una mejora 
de  11,7 veces de  actividad  total  (respecto  al parental)  frente  a  los  8,7 del 
mutante 2D8, del que  sólo  se diferencia  en  la mencionada mutación. Esta 
mutación  se  encuentra  localizada  en  la  superficie  de  la  proteína.  La 
sustitución del Asp 341 por una Asn  implica  la creación de un nuevo sitio 
de N‐glicosilación  (Asn‐His‐Thr),  que  podría  favorecer  la  secreción  de  la 
proteína, análogamente a  lo que ocurre con otras proteínas heterólogas en 
levaduras  (Sagt  et al., 2000). Por otro  lado, con esta mutación  se  iguala en 
esta  región  la  secuencia peptídica de  lac 1 de P.  cinnabarinus  con  las otras 
dos  isoenzimas  de  lacasa  que  posee  este  hongo,  lac  3‐1  y  lac  3‐2,  ya  que 
poseen una Asn en  lugar de un Asp en  la posición 341 (Eggert et al., 1998; 
Temp et al., 1999). 

La mutación N208S es consecuencia de  la PCR mutagénica de  la tercera 
generación y aparece en el mejor mutante obtenido en este ciclo. El cambio 
de la Asn 208 por una Ser, también polar pero de menor tamaño, provocaría 
la ruptura del puente de hidrógeno existente entre la His 394 y la Asn 208 en 
las  variantes  evolucionadas  seleccionadas  en  el  segundo  ciclo.  El motivo 
204Ser‐Cys‐Asp206  aparece  conservado  en  las  lacasas  de  basidiomicetos.  La 
Cys 205 está implicada en la formación de uno de los dos puentes disulfuro 
que estabilizan  la proteína, mientras que el Asp 206  interaccionaría con el 
sustrato en el bolsillo enzimático, junto con la His 456 ligando del cobre T1 
(Bertrand et al., 2002). El hecho de que se haya producido esta mutación en 
el  residuo  de Asn  208, muy  próximo  al  la Cys  205  y  al Asp  206  podría 
repercutir  en  modificaciones  estructurales  en  este  entorno  alterando  las 
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interacciones  con  el  sustrato.  La  Ser  208  forma  un  nuevo  puente  de 
hidrógeno  con  la Gln 237,  lo  cual puede provocar el movimiento del Asp 
206  implicado  en  la  unión  de  sustrato  (Figura  5.8)  que  podría  ser 
responsable de cambios en la actividad catalítica de la enzima (ver apartado 
5.2.5). 
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Figura  5.8.  Detalle  del  sitio  de  unión  a  sustrato  (con  una  molécula  de  xilidina 
interaccionando  con  el  Asp  206)  en  la  lacasa  de  P.  cinnabarinus  (A).  Se muestran  los 
ligandos del cobre T1, el puente disulfuro entre las Cys 205 y 117 y la localización de las 
mutaciones N208S  y  P394H  en  la  variante  7A9  obtenida  tras  tres  ciclos  de  evolución 
dirigida (B). 

De  las  otras  cuatro mutaciones  aparecidas  en  la  secuencia de  la  lacasa 
madura a lo largo de la ruta evolutiva de la lacasa de P. cinnabarinus (L46I, 
S135G, I453V y D490G), la mutación L46I es la más  relevante. Este cambio 
semiconservativo de  aminoácidos  apolares  en  la  superficie de  la proteína 
aparece en el mutante 3G10 de la primera generación (donde es responsable 
de una mejora de actividad de 2,2 veces  con  respecto al parental) y  se ha 
conservado  en  algunos  de  los  mutantes  seleccionados  de  la  segunda  y 
tercera generación. Sin embargo, no aparece en el mutante 7A9 de la tercera 
generación. 

El mejor mutante de la última generación, 7A9, seleccionado tras 3 ciclos 
evolutivos y 6000 clones explorados, acumula 8 mutaciones, de las cuales 7 
fueron beneficiosas. A las cuatro mutaciones de la secuencia señal del factor 
α:  A(α9)D,  F(α48)S,  S(α58)G  y  E(α86)G,  se  les  atribuye  la mejora  en  la 
secreción de la enzima. Tres son las mutaciones beneficiosas en la secuencia 
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de la proteína madura: P394H, D341N y N208S (Figura 5.9). Las mutaciones 
P394H y N208S, del entorno del cobre T1, parecen responsables de la mejora 
en la actividad catalítica de la enzima. Mientras que la mutación D341N, en 
la  superficie  de  la  proteína,  podría  estar  relacionada  con  mejoras  en  la 
secreción, tal y como se ha comentado anteriormente. 
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Figura  5.9.  Detalle  de  la  estructura  tridimensional  de  la  lacasa  de  P.  cinnabarinus.  Se 
muestran los 4 cobres catalíticos y sus ligandos en azul. En rojo se indican los residuos de 
la lacasa nativa (A) mutados en la variante 7A9 obtenida por evolución dirigida (B).  

 

5.2.4. MUTAGÉNESIS DE LOS RESIDUOS R(α2)S Y A240P MEDIANTE 
IVOE 

La  mutación  R(α2)S,  que  apareció  en  el  mutante  3D3  de  la  primera 
generación  y  se  mantuvo  en  tres  de  los  seis  clones  seleccionado  en  la 
segunda  generación,  se  perdió  durante  el  barajado  in  vivo  de  la  tercera 
generación.  Esta  mutación  supuso  importantes  mejoras  en  la  actividad 
lacasa total por lo que se intentó introducirla en la variante 7A9 mediante la 
técnica de IVOE.  

Aprovechando  la  versatilidad  y  eficiencia  de  esta  técnica  se  decidió 
introducir la mutación A240P simultáneamente, debido a la alta homología 
de secuencia existente entre la lacasa de P. cinnabarinus y la lacasa PM1 (73 
% de  identidad de  secuencia), en  cuyo proceso de evolución dirigida este 
cambio aminoacídico se reveló como una mutación determinante. 

Ninguno  de  los  clones  de  la  librería  generada  por  IVOE  presentó  una 
mejora  de  actividad  con  respecto  al  parental  7A9. De  entre  los mutantes 
negativos secuenciados se pudo detectar  la mutación A240P. Sin embargo, 
la  mutación  R(α2)S  no  pudo  hallarse  en  ninguno  de  los  mutantes 
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secuenciados,  ni  sola,  ni  en  combinación  con  la  mutación  A240P.  Este 
resultado indicaría la incompatibilidad existente entre la mutación A(α9)D y 
la R(α2)S  para  obtener  una  enzima  secretada  activa,  tal  y  como  se  había 
puesto de manifiesto en el segundo ciclo de evolución, donde se había visto 
que los mejores clones seleccionados o bien contenían la mutación A(α9)D o 
bien la R(α2)S.  

El  hecho  de  que  ninguna  de  las  dos mutaciones, A240P  y R(α2)S,  por 
separado  o  combinadas,  produjeran mejoras  en  la  variante  7A9,  pone  de 
manifiesto que  la  estrategia de  evolución dirigida y  los métodos de high‐
throughput  screening  empleados  son  adecuados  para  seleccionar  las 
mutaciones beneficiosas que van surgiendo a lo largo del proceso evolutivo. 
La mutación R(α2)S  no  se  seleccionó  en  la  tercera  generación  porque  no 
mejora  la  secreción  de  lacasa  en  los  mutantes  que  portan  la  mutación 
A(α9)D. Por otro lado, A240P no fue seleccionada en el proceso evolutivo de 
la  lacasa  de  P.  cinnabarinus,  donde  no  es  beneficiosa,  aunque  si  fue 
seleccionada  durante  la  evolución  en  el  laboratorio  de  la  lacasa  de  PM1, 
donde sí mejora significativamente los niveles de actividad.  

 

5.2.5.  CARACTERIZACIÓN DE LA VARIANTE 7A9 

La lacasa salvaje purificada de P. cinnabarinus migró como una banda de 
aproximadamente 65 kDa en la electroforesis SDS‐PAGE, y sin embargo, la 
variante evolucionada 7A9 migra con una masa molecular de 120 kDa. Las 
lacasas son secretadas al medio como glicoproteínas (Yaropolov et al., 1994), 
y concretamente en  la  lacasa de P. cinnabarinus se han descrito cinco sitios 
de glicosilación en residuos de Asn (Otterbein et al., 2000). La diferencia en 
la  masa  molecular  de  ambas  proteínas  es  debida  a  residuos  de 
oligosacáridos  adicionales  presentes  en  7A9  como  consecuencia  de  la 
hiperglicosilación  sufrida  en  el organismo hospedador, S.  cerevisiae. Dicha 
hiperglicosilación no inhibió la actividad lacasa como se ha demostrado por 
su detección en el medio de cultivo. 

El tratamiento con N‐desglicosidasa y el posterior análisis por SDS‐PAGE 
puso  de  manifiesto  que  7A9  se  encuentra  hiperglicosilada 
aproximadamente  en  un  50 %  de  su masa  total.  Empleando  el  servidor 
Expasy, www.Expasy.org, se calculó la masa molecular teórica en 54,3 kDa, 
un  9,5  %  menos  de  lo  observado  experimentalmente  para  7A9  N‐
desglicosilada. Esta diferencia en la masa molecular puede ser debida a las 

http://www.expasy.org/
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O‐glicosilaciones durante  el procesamiento de  la  enzima  en  el  aparato de 
Golgi. La  ligera diferencia en  las masas moleculares de  la variante 7A9 N‐
desglicosilada  y  la  lacasa  salvaje  se  deben  al  pequeño  porcentaje  de 
glicosilación que posee esta última enzima. 

Tanto la estabilidad a la temperatura como el pH óptimo de la enzima se 
vieron  afectados  por  el  proceso  de  evolución  dirigida  en  S.  cerevisiae.  La 
variante  7A9  retuvo  un  30  %  más  de  actividad  que  la  lacasa  de  P. 
cinnabarinus salvaje tras 2 h de incubación a 55 °C y hasta un 25 % más tras 
24 h de incubación a 40 °C. Su pH óptimo se vio desplazado hacia pHs más 
neutros.  

Si bien el aumento de la estabilidad enzimática puede deberse en parte, a 
la diferencia en la composición de carbohidratos de ambas enzimas (Record 
et al., 2002; Bulter et al., 2003b), no hay que descartar que se deba también al 
propio proceso evolutivo. De hecho, en la primera generación, se hizo un re‐
screening  de  termoestabilidad  donde  varios  de  los  mejores  mutantes  de 
actividad  seleccionados  como  parentales  para  la  segunda  generación, 
mostraron  una  mayor  estabilidad  a  la  temperatura  que  el  parental.  El 
aumento  de  actividad  de  la  variante  7A9  a  pH  4,0‐5,0  sí  parece  ser 
consecuencia de la presión selectiva de la ruta evolutiva, ya que los ensayos 
colorimétricos se realizaron a pH 5,0 que es claramente más neutro que el 
pH óptimo de la enzima.  

La variante 7A9 fue activa frente a sustratos de diferente naturaleza, con 
eficiencias  catalíticas  en  el  intervalo  100‐1500  mM‐1  s‐1,  lo  que  pone  de 
manifiesto  que  el método  de  screening  empleado  en  esta  tesis  facilita  la 
selección de variantes funcionales frente a diferentes compuestos.  

7A9 mostró  eficiencias de oxidación de ABTS  5,7 veces  superior que  la 
lacasa  salvaje de P.  cinnabarinus ya que  la afinidad de  la variante por este 
sustrato  aumentó  significativamente  como  indica  su Km.  Sin  embargo,  su 
eficiencia para el sustrato fenólico DMP fue menor, ya que a pesar de que la 
velocidad de  transformación de sustrato en producto aumenta,  la afinidad 
se reduce a la mitad. Este hecho podría explicarse por una modificación del 
entorno del Asp 206, implicado en la oxidación de compuestos fenólicos en 
la  lacasa  de  T.  versicolor  (Bertrand  et  al.,  2002),  como  consecuencia  de  la 
mutación N208S, muy próxima  a dicho  residuo.  Se ha descrito  el posible 
papel del Asp 206 en la modulación de la oxidación de fenoles debido a su 
pKa  (3,9), haciendo que  la afinidad por estos sustratos a pH 5,0  (carboxilo 
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disociado)  sea mayor  que  a  pH más  ácido.  En  la  variante  7A9,  el  nuevo 
puente  de  hidrógeno  entre  Ser  208  y  Gln  237  produciría  un  ligero 
desplazamiento  del  Asp  206  que  podría  afectar  a  su  afinidad  por 
compuestos fenólicos, como demuestra la disminución de la afinidad por el 
DMP.  

  La  existencia  de  una metodología  sistemática  de  alta  capacidad  es  un 
paso  clave  en  el  diseño  de  lacasas  para  diferentes  aplicaciones 
biotecnológicas.  La  variante  7A9,  obtenida  por  evolución  dirigida  en  el 
laboratorio a partir de una lacasa de alto potencial redox, puede ser el punto 
de partida para el diseño no racional de lacasas con nuevas especificidades 
y  características  (elevada  actividad  en  medio  alcalino,  alta  especificidad 
hacia ciertos  sustratos, estabilidad a elevadas  temperaturas o en presencia 
de disolventes orgánicos, etc) en función de las necesidades de la industria o 
la aplicación biotecnologica concreta a la que se quiera destinar. 
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1. Los  ácidos  p‐hidroxicinnámicos  poseen  un  fuerte  carácter 
antioxidante  debido  a  su  naturaleza  fenólica  y  al  doble  enlace 
conjugado  de  su  cadena  lateral.  La  presencia  de  sustituyentes 
metoxilos en el anillo fenólico aumentó la capacidad antioxidante de 
estos compuestos y, por tanto, la eficiencia de su oxidación por lacasa. 

 
2. Se  ha  demostrado  la  capacidad  de  los  compuestos  fenólicos 

relacionados  con  la  lignina  para  actuar  como mediadores  redox de 
lacasa  en  la  oxidación  de  hidrocarburos  aromáticos  policíclicos  y 
colorantes. 

 
3. El ácido p‐cumárico promovió muy significativamente la oxidación de 

antraceno, benzo[a]pireno y pireno por  lacasa. La  eficiencia de  este 
mediador  fue  equivalente  a  la  del  HBT,  produciendo  una  mayor 
detoxificación. 

 
4. Se detectaron quinonas como productos de oxidación de antraceno y 

benzo[a]pireno por  lacasa y mediadores naturales  (y artificiales). La 
presencia  de  6‐benzo[a]pirenil  acetato  como  producto  de  oxidación 
del  benzo[a]pireno  por  lacasa‐ABTS  confirmó  su  mecanismo  de 
oxidación (vía ET), mientras que su ausencia evidenció que el sistema 
lacasa‐PCU  comparte  el mismo mecanismo de oxidación  (vía HAT) 
que el sistema lacasa‐HBT. 

 
5. Se ha demostrado  la capacidad del ácido p‐cumárico para peroxidar 

lípidos  insaturados una vez oxidado por  la  lacasa. Esta capacidad es 
utilizada  por  el  sistema  lacasa‐PCU  para  degradar  hidrocarburos 
aromáticos policíclicos más recalcitrantes como el fenantreno. 

 
6. El ácido  sinápico  fue el mediador natural más  rápido y eficaz en  la 

decoloración  de  diferentes  tipos  de  colorantes  por  lacasa.  El 
acoplamiento de sus radicales fenoxilo origina dímeros fenólicos que 
actuarían como mediadores en dicho proceso. 

 
7. La lacasa de P. cinnabarinus se expresó funcionalmente en la levadura 

S.  cerevisiae  empleando  la  secuencia del pre‐propéptido del  factor  α 
(α‐PcL)  y  añadiendo  etanol  y  cobre  (rango  mM)  al  medio  de 
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expresión. La disminución de  la  temperatura de  incubación a 20  °C 
aumentó significativamente la producción de enzima. 

 
8. La  estrategia de  evolución de  la  enzima  consistió  en:  1)  someter  la 

secuencia α‐PcL completa al proceso evolutivo; 2) generar diversidad 
génica mediante mutagénesis aleatoria con dos polimerasas distintas 
para  obtener  genotecas  con  diferente  espectro  mutacional,  y 
recombinarlas  in  vivo  en  la  levadura;  y  3)  realizar  el  ensayo 
sistemático  de  exploración  y  selección  de  actividad  lacasa  con  dos 
sustratos diferentes (ABTS y DMP). 

 
9. Tras completar tres ciclos de evolución dirigida se han aumentado los 

niveles  de  actividad  lacasa  producida  en  S.  cerevisiae  800  veces  en 
microcultivo, llegando hasta 40 U/L en matraz. Esto se ha conseguido 
gracias a la incorporación y acumulación de mutaciones beneficiosas 
tanto  en  el pre‐propéptido del  factor  α,  como  en  la  secuencia de  la 
proteína madura. 

 
10. El  mejor  mutante  7A9,  obtenido  tras  el  proceso  de  evolución  en 

laboratorio,  acumula  7  mutaciones  beneficiosas.  A  las  cuatro 
mutaciones de la secuencia señal del factor α se les atribuye la mejora 
en la secreción de la enzima. Las otras tres mutaciones se localizan en 
la secuencia de  la proteína madura. Las dos mutaciones del entorno 
del cobre T1, P394H y N208S, parecen responsables de la mejora en la 
actividad catalítica de  la enzima. La tercera, D341N, se  localiza en  la 
superficie de  la proteína, pudiendo estar relacionada con mejoras en 
la secreción o con cambios estructurales. 

 
11. La  variante  7A9  fue  purificada  y  parcialmente  caracterizada.  Esta 

variante  presentó  una mayor  termoestabilidad,  un  pH  óptimo más 
neutro y una mayor eficiencia en la oxidación de ABTS que la lacasa 
salvaje de P. cinnabarinus. 
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