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RESUMEN 

 

 

Trametes (Cerrena) maxima CU1 es un basidiomiceto nativo con alta capacidad de 

degradar colorantes sintéticos modelo en cultivos sólidos y sumergidos; asociada a la 

producción de lacasas extracelulares. En el presente trabajo se llevó a cabo la 

purificación y caracterización de las lacasas producidas por una cepa nativa de T. 

maxima. Así como la evaluación de su capacidad para decolorar colorantes textiles. Para 

ello, las enzimas se purificaron a partir de cultivos inducidos de T. maxima, utilizando 

columnas DEAE-Sepharose y Sephadex G-200. El análisis de componentes se realizó 

por SDS-PAGE y Western blot. La secuenciación parcial se llevó a cabo por LC-

MS/MS. La caracterización bioquímica (Km, Vmax y Kcat, especificidad de sustratos e 

inhibidores, talla molecular, grado de glicosilación y pI) y operativa  (actividad y 

estabilidad a pH, temperatura) de la Lacasa se realizó por métodos convencionales 

(espectrofotometría, cromatografía y electroforesis). La capacidad de degradar 

colorantes textiles se evaluó por espectrofotometría. Finalmente, se obtuvo una 

preparación con dos bandas de actividad lacasa, de 71 y 62 kDa que solo son separadas 

por electroforesis. El tratamiento con endoglicosidasa F produjo una sola banda de 

61kDa sugiriendo que se trata de dos glicoformas. Éstas dan reacción positiva con 

anticuerpos Anti-Lac62, en Western Blot y el análisis por LC-MS/MS reveló los mismos 

péptidos en ambas fracciones de lacasa. Las proteínas muestran niveles altos de 

homología en el extremo amino con lacasas de T. versicolor (100%), T. trogii y Cerrena 

maxima (91%), mientras que algunas secuencias internas corresponden a la lacasa de T. 

hirsuta, acorde con la cercanía filogenética de los grupos. En general, las enzimas tienen 

propiedades bioquímicas y operativas similares a las reportadas para otras lacasas de 

basidiomicetos. La capacidad de degradación de los colorantes, es variable y limitada 

por la solubilidad. Sin embargo la mezcla (450 ppm) de nueve colorantes textiles de 

amplia aplicación es eficientemente degradada (67%) con 10 unidades de lacasa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

T maxima is a native basidiomycete with a great ability to degrade model synthetic dyes 

in plate and submerged cultures associated to the production of extracellular laccases. In 

this work we report the partial purification and characterization of the laccases produced 

by a northeast Mexico native strain of T. maxima and the results of the evaluation of its 

capability to degrade textile dyes. The enzymes were purified from cultures of T. 

maxima grown in the presence of inductors using DEAE- Sepharose and Sephadex G-

200 columns. The component analysis was accomplished by SDS-PAGE and Western 

blot and the partial sequence by LC-MS/MS. The biochemical (Km, Vmax and Kcat, 

substrate specificity, behavior with inhibitors, molecular mass, degree of glycosilation 

and pI) and operative (pH and temperature optima and stability) characterization of 

laccase were obtained by conventional methods (spectrophotometry, chromatography 

and electrophoresis) and the ability to degrade textile dyes was evaluated by 

spectrophotometry. At the end we obtained a concentrate which showed two bands of 

laccase activity with masses of 71 and 62 kDa in SDS-PAGE and a single band of 62 

kDa after a treatment with F-endoglycosidase. This indicates they are two different 

glycoforms. These glycoforms gave a positive reaction with Anti-Lac62 antibodies in 

Western blot and their analysis by LC-MS/MS revealed the same peptide sequence. The 

amino terminal end of the proteins is very similar to that of T. versicolor (100%), T. 

trogii and Cerrena maxima (both 91%) while some internal sequences are homologous 

to T. hirsuta laccase according to the filogenetic closeness of groups. In general, the 

enzymes have biochemical and operative properties similar to those reported for other 

basidiomycete laccases. The capacity to degrade textile dyes varied individually and was 

limited by their solubility, however a mixture of nine of the most commonly used in this 

industry, at a concentration of 450 ppm, was efficiently degraded (67%) in 24 h with 10 

UI of laccase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

1. INTRODUCCIÓN. 

 

Los hongos causantes de la pudrición blanca son los únicos organismos reconocidos 

como degradadores de lignina, gracias a su sistema extracelular de Lacasa, Lignina y 

Manganeso Peroxidasas. Inicialmente, se asociaba esta capacidad a las actividades de las 

peroxidasas debido a su potencial Redox más alto que les permite actuar sobre los 

enlaces no fenólicos de la lignina; dejando la participación de la lacasa en un plano 

secundario. Sin embargo en años recientes, se ha observado que la lacasa es la más 

ubicua y que algunos hongos producen lacasas de alto potencial Redox, además se ha 

descrito un sistema de medidores de bajo peso molecular que amplia el rango de 

compuestos susceptibles a la degradación de lacasa. Gracias ha esto, ha aumentado la 

prospección en busca de nuevas lacasas con diferentes propiedades a las ya reportadas, 

que se puedan aplicar a diferentes procesos de importancia económica y remediación. En 

general, las lacasas se describen como glicoproteínas muy activas en el rango ácido de 

pH y termotolerantes. En el presente trabajo, se purificaron y caracterizaron 

parcialmente las glicoformas de lacasas de una cepa nativa de Trametes (Cerrena) 

maxima CU1. La purificación se llevó a cabo por cromatografía  de intercambio iónico y 

exclusión molecular. El análisis de componentes se realizó mediante SDS-PAGE, donde 

se revelaron dos bandas de actividad lacasa denominadas Lac 71 y Lac 62 por su peso 

molecular relativo, que al ser tratada con endoglicosidasa F migran como una sola banda 

de 60.7 KDa sugiriendo que se tratan de glicoformas. En Western Blot con Anti-Lac 62 

ambas bandas dieron reacción positiva, mientras que el análisis por LC-MS/MS 

confirmó que las dos fracciones corresponden a la misma cadena peptídica, reiterando la 

presencia de glicoformas. La secuencia del extremo amino terminal fue 100% homóloga 

a la de T. versicolor y 91% a la de T. trogii y Cerrena maxima, en tanto que las 

secuencias de los péptidos internos son 100% homólogas a la de C. maxima. Como parte 

de su caracterización bioquímica, se estimo su talla molecular por medio de Biogel P-

100 (51.7 kDa) y Sephacryl S-200 (63.2 kDa), así como su pI (4.38) ya que migran 

como una sola fracción cromatográfica. El grado de glicosilación para Lac 70K es 

14.6% y 1.7% para Lac 60K. Su espectro de absorción es el típico de las lacasas azules, 

con un pico de absorción alrededor de 610 y un hombro a 330 nm, correspondientes a 



  

los centros de cobre tipo I y III, respectivamente. Tiene un valor de Km de 20 y 74 M 

para siringaldazina y DMP, mientras que el Kcat para cada uno es de 55 y 31 s
-1

, 

respectivamente. Como se ha reportado para otras lacasas, es totalmente inhibida por la 

azida de sodio (0.1 mM) y el fluoruro de sodio (5m M). Con respecto a la 

caracterización de sus propiedades operativas, se determinó el pH sobre algunos 

sustratos típicos como son el ABTS (3.5),  DMP (3.5) y la siringaldazina (4.5), así como 

un par reportado específico de peroxidasas, MBTH+DMAH (4.5). Conservó el 100% de 

su actividad a pH 6.0 por 24 h. La temperatura óptima es 50ºC, a la cual es estable por 5 

horas, conservando el 82% de su actividad. Por otro lado, la capacidad de degradación 

de los colorantes, fue variable y limitada por la solubilidad. Sin embargo la mezcla (450 

ppm) de nueve colorantes textiles de alta demanda es eficientemente degradada (67%) 

con 10 unidades de lacasa en 24 h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, JUSTIFICACIÓN E  

IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACIÓN 

 

 

Los colorantes sintéticos son compuestos muy demandados a nivel industrial, 

consecuentemente son generados grandes volúmenes de efluentes impactados con color, 

los cuales además de afectar los cuerpos de aguas, resultan tóxicos para los organismos 

presentes en éstos. Sin embargo nuestro país aún no cuenta con normas que regulen la 

presencia de color.  

 

Trametes (Cerrena) maxima CU1 es un basidiomiceto capaz de degradar colorantes 

sintéticos modelo en medios sólidos y sumergidos. Esta capacidad se asoció con la 

producción de lacasas al medio de cultivo. La purificación y caracterización de estas 

sentarán las bases para su aplicación en la degradación de colorantes textiles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

3. HIPÓTESIS. 

 

La purificación y caracterización bioquímica y funcional  de las lacasas de Trametes 

maxima CU1 cimentarán las bases para su aplicación en la degradación de colorantes 

textiles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

4. OBJETIVO 
 

4.1 Objetivo General 

 

Llevar a cabo la purificación de las lacasas producidas por T. maxima, así como la 

caracterización bioquímica y funcional que sustenten su aplicación  

 

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

1. Analizar el efecto de algunos inductores sobre la producción de lacasas de T. 

maxima. 

2. Purificar y caracterizar bioquímicamente las lacasas. 

3. Identificar y catalogar las enzimas por análisis comparativo de las secuencias 

animo terminal. 

4. Evaluar la capacidad de degradación de las enzimas sobre colorantes textiles in 

vitro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

5. ANTECEDENTES 

 

A través de la historia, el hombre ha aprovechado los recursos naturales para el 

desarrollo de diversos procesos industriales que satisfagan alguna necesidad. De igual 

forma han utilizados los microorganismos en la industria alimentaria como en la 

química. Un ejemplo de ello es la producción de antibióticos por hongos y bacterias.  

 

La industria textil no es la excepción, ya que para el tratamiento de los efluentes que 

genera, los métodos fisicoquímicos que utiliza son complementados con procesos 

biológicos. En el caso de la degradación de los colorantes sintéticos, como una 

alternativa eficiente y barata ha sido explorado el uso de los hongos de la pudrición 

blanca de la madera.  

 

El uso de los basidiomicetos de la pudrición en la degradación de colorantes sintéticos es 

atribuido a su sistema extracelular de enzimas oxidativas. Una de ellas es la lacasa, la 

cual se encuentra ampliamente distribuida en estos hongos y en algunos casos se reporta 

como la única enzima ligninolítica (Eggert et al., 1996).  

 

La lacasa es una de las enzimas más estudiadas y mejor conocidas en cuanto a sus 

características operativas y catalíticas, aún cuando su participación en la degradación de 

la lignina no es del todo clara. En las siguientes secciones se expondrá a detalle la 

información concerniente a su estructura, sus genes, inducción, mecanismo de reacción, 

importancia biológica y su aplicación en la degradación de colorantes sintéticos.  

 

Capitulo I. Lacasa 

 

5.1. Generalidades 

 

La lacasa (benzenediol:oxígeno oxidoreductasa E.C. 1.10.3.2) es un miembro de la 

pequeña familia de las multicupro oxidasas. Fue descubierta en 1883 (Yoshida H) en el 

árbol japonés de la laca, Rhus vernicifera, lo que la hace una de las enzimas más viejas 



  

descritas. A la fecha es una de las enzimas mejor caracterizadas operativa y 

físicoquímicamente. En la naturaleza, se encuentra ampliamente distribuida, ya que se 

ha detectado en plantas superiores (Dean & Ericksson, 1994; Gregory & Bendall, 1966, 

Hutterman et al., 2001), en hongos de la pudrición blanca de la madera (Schmidt, 2006), 

en algunos ascomicetos (Froehrev et al., 1974) y en algunas bacterias como Azospirillum 

lipoferum (Givaudan et al., 1993) o Streptomyces spp. 

 

Forma parte del sistema extracelular de los basidiomicetos causantes de la pudrición 

blanca, implicado en la degradación de la madera. Aún cuando no esta claro su actividad 

en la ligninolisis, se ha aprovechado su inespecificidad de sustrato en la oxidación y 

degradación de compuestos xenobióticos. Dentro de estos se encuentran los 

hidrocarburos aromáticos policíclicos, herbicidas (atrazina), pesticidas (DDT), y 

colorantes sintéticos, entre otros. Encontrando además múltiples aplicaciones 

biotecnológicas y que incluyen, estabilización del vino, conversión enzimática de 

intermediarios químicos y en el desarrollo de análisis para la cuantificación de fenoles 

(Duran & Esposito, 2000; Minussi et al., 2002; Gomes & Rebelo, 2003), entre otros.   

 

Los hongos más estudiados en este sentido son Trametes versicolor y Pleurotus 

ostreatus, sin embargo a nivel mundial se ha retomado el interés por encontrar nuevas 

lacasas que tengan cualidades catalíticas y operativas que les permitan ser utilizadas en 

diversos procesos biotecnológicos.  

 

A la fecha está bien establecido que las típicas lacasas fúngicas son glicoproteínas, con 

tres centros de cobre, con tallas moleculares que van de 45 a 110 KDa dependiendo del 

hongo y del grado de glicosidación. Llevan a cabo la reducción de dos moléculas de 

oxígeno a una de agua, tienen pH óptimos ácidos y son termotolerantes. 

 

En general, han sido objeto de estudios de purificación, caracterización, prospección y 

aplicación como se detalla en las siguientes secciones.  

 

 



  

5.2.  Estudios de purificación 

 

La purificación de una proteína es fundamental para su caracterización, por tal razón se 

han desarrollado diversos métodos de separación en base a las propiedades de peso 

molecular, carga, punto isoeléctrico, entre otras.  

 

Para la caracterización bioquímica y molecular de la lacasa, se ha recurrido ha métodos 

y protocolos para la purificación de la enzima como se ha reportado en diversos trabajos. 

En la gran mayoría de estos, los métodos más utilizados han sido el intercambio iónico y 

la exclusión molecular (Tabla I). En algunos de estos trabajos se ha reportado la 

presencia de un pigmento que interfiere con la cuantificación de las unidades presentes 

en los extractos crudos y su dificultad para ser removido.  

 

Por otro lado, aún cuando se han reportado comportamientos atípicos en las separaciones 

de glicoproteínas (Sviridov et al., 2006), en ninguno de los trabajos referidos se hace una 

mención acerca de esto. Lo que sugiere que las consideraciones más importantes para la 

purificación de las lacasa es la remoción del color. Para el intercambio iónico, el 

intercambiador más utilizado es DEAE, no hay una solución amortiguadora o un 

gradiente especifico para la separación de la lacasa. De igual manera, para la filtración 

en gel, se utilizan diversos materiales y el tamaño de exclusión incluye 75, 100 y 200 

kDa.  

 

De forma general, en la mayor parte de las lacasas que han sido purificadas, sólo 

recurren a dos pasos cromatográficos, alternados con métodos de ultrafiltración para su 

concentración. Comúnmente, la actividad es seguida con cursos temporales utilizando 

como sustratos ABTS y DMP.  Una vez pura la Lacasa se prosigue a su caracterización.  

 

 

 

 

 

 

 

 



  

Tabla I.  Métodos convencionales en la purificación de lacasas. 

 

 

Hongo 

Métodos  de Purificación 

Referencia 
Intercambio 

Iónico 

Filtración 

en Gel 
Otro 

Rigidoporus lignosus DE-52 Sephadex G-75 HA Cellulose Geiger et al., 1986 

Phellinus noxius DE-52 Sephadex G-75 HA Cellulose Geiger et al., 1986 

Pycnoporus coccineus  DEAE-Cellulose  HA Oda  et al.,  1991 

PM1 (CECT 2971) Mono Q  
Phenyl 

Superose 
Coll  et al., 1993 

Ceriporiopsis subvermispora 
Acel A. E 

Mono Q 
 

Phenyl 

Superose 
IEF preparativo 

Fukoshima  et al., 

1995 

Phanerochaete flavido-alba 
Q M A 

Mono Q A. E. 
Superdex 75 HR  Pérez  et al., 1996 

Pycnoporus cinnabarinus DEAD-M Sephacryl S-100 
Butyl-

Toyopearl 
Eggert et al., 1996 

Trametes villosa Q-sepharose Superdex 75 HR  Yaver  et al., 1996 

Pleurotus ostreatus 
(lacasa blanca) 

DEAE-Sepharose 

Mono S 

Mono Q 

  Palmieri et al., 1997 

Dichomitus squalens 
DEAE-Sepharose 

Mono Q 
  Périé  et al., 1998 

Panaeolus sphinctrinus 
Q-Sepharose 

Bio scaleQ2 
  Heinzkill  et al., 1998 

Panaeolus papilionaceus 
Q-Sepharose 

DEAE-Sepharose 
  Heinzkill  et al., 1998 

Coprinus friesii 
Q-Sepharose 

DEAE-Sepharose 
  Heinzkill  et al., 1998 

Chaetomium thermophilium  DEAE-Sephacel  
Concanavalina 

A  
Chefetz  et al., 1998 

Coriolus zonatus DEAE-Toyopearl  Sephadex G25  
Koroljova  et al., 

1999 

Marasmius puercophulus Q-Sepharose Sephacryl S-200 
Chelatin 

Sephacel 
Dedeyan  et al., 2000 

P. cynnabarius ss3 Mono Q   Otterbein et al., 2000 

Ganoderma lucidum  V  
PAGE 

preparativa 
Ku et al., 20001 

Phellinus ribis Resource Q  
Phenyl 

Sepharose 
Min  et al., 2001 

Marasmius quercophilus Mono Q   Farnet et al.,  2002 

Cerrena unicolor 
DEAE-Sephacel 
CM- Sepharose 

Sephacryl S-100  Kim et al., 2002 

Basidiomicete C30 DEAE-Sepharose Sephacry HR 100  
Klonowska  et al.,  
2002 



  

Trametes sp. AH28-2 
DEAE-Sepharose 

Mono Q 
Superdex 200  Xiao et al., 003 

Volvariella volvacea DEAE-Sepharose Sephacryl S-100  Chen  et al., 2004 

Daedalea quercina 
DEAE-Sepharose 

Mono Q 
Superdex 75 HR  Baldrian 2005 

Basidiomiceto no identificado Super Q   Jordan  et al., 2004 

Trametes versicolor  DEAE-Sepharose Superdex G-200 
Phenyl 

Sepharose 
Han et al., 2005 

Trametes trogii 
Hitrap Q 
Mono Q 

Superdex 75  
Zouari-Mechichi  et 
al., 2006 

Cerrena unicolor 137 Mono Q   
Michniewicz   et al.,  

2006 

Pleurotus ostreatus  

(cuerpo fructífero) 

DEAE-Cellulose 

Q-Sepharose 
CM- Cellulose 

Superdex 75  Wang  et al., 2006 

Perennipora tephropora V V  Younes  et al.,  2006 

Cerrena maxima 
DEAE-Cellulose 

DEAE-toyopearl 

Superdex  200 

(HPLC) 
 Lyashen  et al., 2006 

 

 

V No especifican la matriz de la cromatografía 

 

 

 

 

5.3. Estructura 

 

La gran mayoría de las lacasas fúngicas son glicoproteínas monoméricas, cuyas tallas 

moleculares oscilan entre 45 y 100 kDa, la cual entre el 10 y 45% corresponden a la 

porción de carbohidratos. El contenido de residuos de aminoácidos es alrededor de 500 y 

dependiendo del hongo, se pueden presentar isoformas (Yaropolov et al., 1994). 

Generalmente, los aminoácidos se distribuyen en tres dominios barriles La estructura 

es estabilizada por dos puentes disulfuros, el primero se forma entre la Cys 85 y Cys 487 

(o 488 dependiendo del organismo) asegurando el dominio 1 y 3. El segundo puente es 

formado por la Cys 117 y Cys 205 y estabiliza el dominio 1 y 2 (Piontek et al., 2002, 

Hakulinen et al., 2002; Ferraroni et al., 2005, Ferraroni et al., 2007).  

 

 

 



  

Con respecto a la composición de aminoácidos, en la tabla II se presenta el contenido de 

aminoácidos de Coriolus hirsuta, el cual es uno de los degradadores más eficientes de 

madera. Su secuencia amino terminal mostró reemplazos conservados reportados 

también para otras lacasas (Koroljova-Skorobogat´ko et al., 1998). 

 

 

 

Tabla II. Composición de aminoácidos de la lacasa de Coriolus hirsuta 

 

 

Aminoácido 
Número de residuos 

por molécula 
Aminoácido 

Número de residuos 

por molécula 

Asx 46 Ile 22 

Thr 30 Leu 26 

Ser 31 Tyr 15 

Glx 31 Phe 28 

Gly 23 Lys 11 

Ala 35 His 18 

Cys 14 Arg 17 

Val 28 Pro 7 

Met 5   

 

 

 

Como se mencionó previamente, las típicas lacasas azules tienen cuatro átomos de cobre 

distribuidos en tres centros con características espectroméricas específicas. Además,  

forman parte del sitio catalítico y son responsables de llevar a cabo la transferencia de 

electrones.  

 

El centro de cobre tipo I se caracteriza por una fuerte absorción en la zona de 600 nm y 

es el responsable del típico color azul de la lacasa. Se une a la región peptídica a través 

de una cisteína y dos histidinas. Esta involucrado en la captura y transferencia de 

electrones (Reinhammar & Malmstron, 1981).     

 

El centro de cobre tipo II solo exhibe su pico de absorción en la región visible, por lo 

que es invisible para el análisis por resonancia paramágneta de electrón. Es fácilmente 



  

removido en condiciones anaerobias y en presencia de un agente reductor. Además de 

estar implicado en la captura y transferencia de electrones, interviene en la unión del 

oxígeno al sitio activo.  

 

El cobre tipo III es un centro binario que absorbe alrededor de 330 nm. Al igual que el 

centro tipo II, participa en la unión del oxígeno. Este centro junto al centro tipo II 

forman un grupo trinuclear (T2/T3) incrustado entre los dominios 1 y 3, los cuales 

proveen sus aminoácidos para su estabilización (Thurston, 1994; Piontek et al., 2002.). 

En la figura 1 se muestra el arreglo de los centros de cobre.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema de los Centros de Cobre.  La figura muestra los sitios de cobre de 

la lacasa CotA de Bacillus subtilis. Adaptada de Enguita et al., 2003.  
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Por otro lado, gracias a los estudios de cristalografía de la lacasa, se conocen los sitios 

de glicosilaciones, los cuales varían tanto en posiciones como en el contenido de 

carbohidratos, dependiendo del organismo productor. Para T. versicolor se reportan 

cinco sitios distintos de N-glicosilaciones (Piontek et al., 2002), para Lentinus tigrinus, 

se reportan tres sitios (Ferraroni et al., 2007), por mencionar algunos ejemplos.    

 

Dentro de los azúcares que pueden estar presentes, se encuentra la glucosa, manosa, 

galactosa, mucosa, arabinosa, xilosa y hexosaminas, los cuales se unen a la cadena 

peptídica mediante N-enlaces. Son responsables de la microheterogeneidad en la lacasa, 

la cual es responsable de variaciones en las glicosilaciones de la enzima, produciendo 

glicoformas. Se ha propuesto que su rol estructural es conferirle a la lacasa protección a 

la degradación proteolítica (Yaropolov et al., 1994, Marbach & Mayer 1984). 

 

En la figura 2 se presenta el alineamiento de la secuencia peptídica de algunas lacasas, 

los sitios de unión de los átomos de cobre y los sitios de glicosilación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Comparación de Secuencias de Algunas Lacasas. Alineamiento de las lacasas 

de Lentinula edodes Lac1A, L. edodes Lac1B, T. versicolor  Lac2, CECT Lac1, P. ostreatus  

Lac2, Pycnoporus cinabarinus Lcc3. Las zonas en gris corresponden a los sitios de unión de los 

átomos de cobre. Los posibles sitios de glicosilación son subrayados, mientras los gaps son 

representados con guiones (Zhao & Kwan, 1999).    

5.4. Estructura de la lacasa Cerrena maxima 

 



  

Gracias a los estudios de cristalografía se ha esclarecido la estructura de algunas lacasas, 

los cuales han reiterado su gran homología. Un claro ejemplo de ello es la lacasa de C. 

maxima, que al igual que la mayoría de las lacasas es un monómero de 499 aminoácidos 

distribuidos en tres dominios: I (del Aa 1-113), II (del Aa 132-309) y III (del Aa 310-

499). El dominio I esta formado por 11 tiras  y una hélice, el dominio II tiene 11 tiras  

y tres hélices, el dominio III  consta de seis tiras  y seis hélices. La proteína es 

estabilizada por dos puentes disulfuros situados entre las cisteínas 85 y 488, y la 117 y 

205. El centro de cobre de tipo I esta coordinado por los residuos Cys 453, Hys 395 e 

Hys 458. El grupo trinuclear de cobre esta estabilizado por ocho histidinas entre los 

dominios I y II (cuatro de cada uno). Las asparaginas 54, 217 y 436 son los sitios de 

glicosilación (Lyashenko et al., 2005). En la figura 3 se presenta la estructura de la 

lacasa de C. maxima.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Estructura Terciaria de la Lacasa de C. maxima. Adaptada de Lyashenko 

et al., 2005.  
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5. 5. Caracterización molecular 

  

En este sentido se conocen varios genes responsables de la síntesis de lacasa en algunos 

hongos, como es el caso de Pleurotus ostreatus. Su gen pox1 que consiste de 2592 pb, 

interrumpido por 19 intrones, codifica una proteína de 529 aa con cinco posibles sitios 

de glicosilación (Giardina et al., 1995). Otro gen productor de lacasa en P. ostreatus es 

poxa1b el cual consiste de 1599 pb, es interrumpido por 15 intrones y codifica una 

isoforma de 62 kDa con cinco sitios de glicosilación (Giardina et al., 1999). En una cepa 

nativa se ha reportado el gen lccK que consiste de 2929 pb, con 19 intrones y marco de 

lectura de 1599 pb que codifican una proteína de 533 aa (Okamoto et al., 2003).  

 

Para el asilado CETC20197 se reportaron tres diferentes genes (lcc1, lcc2 y lcc3) que 

codifican para tres fenoloxidasas. El gen lcc1 esta formado por 2401 pb, nueve intrones 

y codifica una de proteína de 519 aa con ocho sitios de glicosilación. El gen lcc2 cuenta 

2351 pb, es interrumpida por nueve intrones, codifica una proteína de 520 aa con nueve 

sitios de glicosilación. El gen lcc3 comprende 2401 pb, presenta diez intrones, codifica 

una proteína de 524 aa con cinco sitios de glicosilación. Gracias al análisis de 

comparación de secuencias, se catalogó este aislado como un miembro del género 

Trametes ya que las secuencias de las tres enzimas son altamente homólogas a las 

lacasas de éste (Mansur et al., 1997).  

 

Así mismo, la lacasa de Lentinula edodes se ha caracterizado, clonado y estudiado su 

expresión diferenciada tanto en distintos medios de cultivos como en diferentes etapas 

del desarrollo. El gen lac1 codifica un péptido de 526 aa interrumpido por 13 intrones. 

El gen lac2 mostró las mismas características, sin embargo difieren en 95 nucleótidos lo 

cual es reflejado en nueve aminoácidos que son diferentes entre las dos isoformas de 

lacasa. En lo referente al efecto del medio en la producción de lacasa, sólo el extracto de 

papa al 1% mostró un incremento de 2.8 veces con respecto al medio, en contraste con la 

concentración de RNA de lac1 y lac2 que si se ve afectada por las condiciones de 

cultivo. En las diferentes etapas del desarrollo del cuerpo fructífero, el mayor título de 

actividad lacasa se da en el sombrero (1.113 U/g que representa 34 veces más que en el 



  

pie y 13 veces más que en el primodio), a pesar de esto, en todas ellas el RNA 

predominante correspondió a lac1 (Zhao & Kwan, 1999). 

 

En el caso de Trametes villosa, una de las especies productoras de lacasa más 

estudiadas, se ha identificado una familia de cinco genes. (Yaver et al., 1996). Para otro 

miembro del género de los Trametes, T. sanguinea también se identificó un grupo de 

cinco genes responsables de la producción de cinco enzimas (Hoshida et al., 2002).  

 

En concusión, la gran mayoría de los estudios de caracterización molecular, reportan que 

las lacasas son producidas por más de un gen y son interrumpidos de entre 8 hasta 19 

intrones dependiendo del hongo. Para Pleurotus sajor-caju se describe una familia de 

cinco genes (Soden & Dobson, 2001), para Coprinopsis cinerea (Coprinus cinereus) se 

reporta una familia de ocho genes (Hoegger et al., 2004), por mencionar algunos 

ejemplos.  

 

Gracias a estos estudios de caracterización molecular, se ha observado que la lacasa 

presenta múltiples regiones conservadas, como sus sitios de unión al cobre lo que ha 

sido de gran ayuda en los estudios de filogenia y en la identificación de algunos aislados 

como se describió anteriormente. También han sido de gran ayuda para llevar a cabo la 

producción heteróloga de la enzima en modelos de expresión como Pichia pastoris (Liu 

et al., 2003) y Aspegillus oryzae (Yaver et al., 1996) 

 

 

5.6. Lacasas constitutivas e inducidas 

La inducción de las enzimas extracelulares de los hongos de la pudrición blanca es muy 

importante para su actividad metabólica y crecimiento, los cuales dependen de las 

condiciones ambientales. A nivel de cultivo, se han observado diferencias en la 

producción de lacasa dependiendo de la  composición del medio. Esta diferencia además 

de presentarse en cuanto a las unidades de lacasa, también se da en cuanto al número de 

isoformas presentes. Leonowicz et al., (1978) encontraron que las formas inducibles 



  

generalmente son más activas que las constitutivas y propone que esta alta actividad es 

necesaria para la detoxificación de ambientes contaminados con sustancias fenólicas.  

 

 

5.7. Efecto de la composición del medio de cultivo sobre la producción de lacasa  

Otro aspecto a considerar en el medio de cultivo para la producción de lacasa es la 

concentración de glucosa y de nitrógeno. Se ha reportado que altas concentraciones de 

glucosa causan un efecto inhibitorio en la producción de lacasa, en tanto que altos 

niveles de nitrógeno la estimulan (Levin et al., 2002). Esto se ha combinado con el uso 

de diversos inductores para obtener altos títulos de actividad en los sobrenadates de los 

cultivos. 

 

5.8. Inductores 

Las lacasas son parte del metabolismo constitutivo y son producidas en pequeñas 

cantidades, sin embargo su producción puede ser inducida considerablemente por una 

gran cantidad compuestos aromáticos y fenólicos, iones metálicos, alcohol y detergentes 

(Leonowicz et al., 2001), algunos de ellos se muestran en la tabla III.  

 

 

Tabla III. Compuestos probados en la producción de lacasa como inductores 

 

Inductor Concentración Inductor Concentración 

2,5-Xilidina 1 mM Guayacol 0.1 mM 

Alcohol veratrílico 1 mM 3,5-Dihidroxitolueno 0.1 mM 

Ácido veratraldehído 1 mM Ácido Ferúlico 0.1 mM 

Ácido homoverátrico 1 mM Ácido siríngico 0.1 mM 

Ácido vainíllico 1 mM Vainillina 0.1 mM 

Ácido p-anísico 1 mM 3,3-Dimetoxibenzidina 0.1 mM 

Alcalignina* 1mg/ml 2,4-Diaminotolueno 0.1 mM 

CuSO4 0.15-1 mM Etanol 3% 

Siringaldazina 0.11 M DMSO 1% 

o-Toluidina 0.1 mM   

* Lignina obtenida en la digestión alcalina de la madera. 



  

En muchas especies de hongos la presencia de lacasas constitutivas e inducibles, 

presentan isoformas con diferentes propiedades (Bollag & Leonowicz, 1984). Por lo cual 

se ha indagado acerca del efecto de los inductores reportados sobre diferentes especies 

de hongos. Muestra de ello es el trabajo realizado por Muñoz y colaboradores (1997), 

que prueban el efecto de siete inductores en cultivos de Pleurotus eryngii, encontrando 

que la lignina de la cascarilla del trigo incrementa la actividad lacasa seis veces con 

respecto al control. Aún cuando el resto de los inductores no mostraron el mismo 

incremento en la actividad, en zimogramas revelados con ABTS, se observó la presencia 

de dos isoformas a diferencia del control que solo mostró una. 

 

Un efecto similar fue encontrado para la cepa Trametes sp AH28-2. En este estudio, se 

probaron nueve inductores, los cuales incrementaron los títulos de actividad lacasa. Aún 

más, la composición de isoenzimas de lacasa fue variable dependiendo del inductor. La 

LacA fue inducida en mayor proporción en presencia de o-toluidina. Con 3,5-

dihidroxitolueno se produce principalmente la isoforma LacB, mientras que con 

guayacol se presentan las dos formas en la misma proporción. También mostraron 

diferencias entre sus constantes cinéticas (Xiao et al., 2004).  

 

En los estudios del efecto del cobre en la producción de lacasa se ha estudiado en 

diversos hongos, entre los cuales se encuentra Trametes trogii que se incrementan los 

títulos de lacasa aproximadamente 18 veces a una concentración 1 mM de sulfato de 

cobre, sin afectar el patrón de isoenzimas de lacasa  (Levin et al., 2002). En Coriolopsis 

rigida, la presencia de cobre en el medio de cultivo, incrementó la producción de lacasa 

500 veces (Saparrat et al., 2002), por mencionar algunos ejemplos.   

 

En P. ostreatus, el uso del cobre en los cultivos incrementa sustancialmente la 

producción de lacasa, así como la presencia de las tres isoformas conocidas de este 

hongo, POXA1b, POXA2 y POXC (Palmieri et al., 2000). A nivel molecular, se 

identificaron regiones puntuales de respuesta a metales (MRE) presentes en los 

promotores de los genes poxc y pox1b de P. ostreatus, cuya transcripción es inducida 

por la presencia de cobre (Faraco et al., 2003). Para Trametes pubescens se identificaron 



  

dos de estos elemetos MRE cercanos al promotor del gen lap2 que codifica para una de 

las  isoformas de lacasas de este hongo (Galhaup et al., 2002). En general, los más 

fuertes promotores típicos de hongos son grandes regiones ricas en pirimidinas y cerca 

de ellas se encuentran estos elementos MRE (Thiele, 1992).  

 

 

5.9. Propiedades catalíticas y operativas 

 

5.9.1. Mecanismo de reacción.  

 

La lacasa lleva a cabo la reducción del oxígeno (O2) a agua, acompañada de la oxidación 

de un sustrato fenólico (Thurston, 1994). La oxidación del compuesto fenólico genera 

radicales catiónicos, ya que del sustrato sólo se remueve un electrón (Figura 3). La 

reactividad de estos intermediarios depende de la naturaleza de los grupos químicos de 

los sustratos y de las condiciones del medio. En presencia de compuestos aromáticos, la 

oxidación generalmente se presenta en los enlaces carbón- carbón y carbón-oxígeno, 

generando productos de un mayor peso molecular que el compuesto original a causa de 

la polimerización de los radicales (Gierer & Opara, 1973). En el ambiente natural de los 

hongos de la pudrición blanca, predominan los compuestos monofenoles son radicales 

metoxi (Muñoz et al., 1997).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Ciclo catalítico de la lacasa. A) Oxidación de una subunidad aromática de 

lignina. B) Mecanismo de reducción y oxidación de los centros de cobre. Adaptada de 

Kunamneni et al., 2007 
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Con respecto a su potencial Redox, éste ha servido para dividirlas en dos grupos, las de 

alto potencial  (0.73V) y las de bajo potencial (0.56V) (Klonowska et al., 2002). El 

incremento de dicho potencial se ha atribuido a la estabilización del centro de cobre tipo 

I (Taniguchi et al., 1982). En el caso del potencial Redox de los grupos prostéticos de 

Coriolus (Trametes) versicolor, se han reportado en 785 y 782 mV para los centros 1 y 

3. Estos valores se ven disminuidos en presencia de inhibidores como el fluoruro, que 

disminuye el potencial del cobre tipo 2 más de 210mV que interactúa fuertemente con el 

ion fluoruro (Yaropolov et al., 1994).   

 

Por otro lado, se ha reportado que las lacasas de alto potencial Redox son capaces de 

oxidar el par DMAB y MBTH, el cual es considerado un sustrato específico de  

manganeso peroxidasa (Jordaan & Leukes, 2003) 

 

 

5.9.2. Rango de sustratos 

 

Dentro de los compuestos susceptibles a la acción oxidativa de la lacasa se encuentran 

o,p-difenoles, aminofenoles, polifenoles, ácidos metoxifenoles, iones orgánicos, 

diaminas, aril diaminas y aminas aromáticas. Su oxidación se realiza mediante un 

mecanismo de transferencia de un electrón (Thurston, 1994; Yaropolov et al., 1994).  

 

 

5.9.3. Constantes catalíticas 

 

A pesar de que la lacasa es capaz de actuar sobre un amplio rango de sustratos, las 

propiedades catalíticas solo se han caracterizado para un número reducido, entre los 

cuales se encuentran el ABTS un compuesto sintético, además del DMP, guayacol y la 

siringaldazina, los cuales son fenólicos. Los rangos de Km oscilan entre 10 s/ M para  la 

siringaldazina y el ABTS, y 100 s/ M para el DMP y guayacol. El rango de  los valores 

Kcat es muy amplio y de diferentes órdenes de magnitud entre los diferentes sustratos y 

usualmente es característico de cada proteína. De forma general, las lacasas combinan la 



  

alta afinidad y un número de recambio grande sobre el ABTS y la siringaldazina, 

mientras que para el guayacol y el DMP las constantes de afinidad y recambio son bajas. 

Por otro lado, valores bajos de Km son típicos para el ácido sinápico, hidroquinona y 

ácido siríngico, en tanto que valores superiores se han encontrado para fenoles para-

sustituidos, ácido vainíllico o su aldehído. En algunos hongos productores de isoformas, 

se ha visto que estas poseen valores similares de Km y Kcat (Baldrian, 2005).  

 

 

5.9.4. Efecto del pH y temperatura 

 

Las lacasas fúngicas son enzimas que presentan pH óptimo en la zona ácida, entre 3 y 4 

dependiendo del sustrato y del amortiguador utilizado. A pH alcalino, la actividad 

enzimática se ve disminuida por la unión del ion hidróxido en el centro de cobre T2/T3 

de la lacasa que interrumpe la transferencia interna de electrones de T1 a T2/T3 (Muñoz 

et al., 1997). El pH no solo afecta la velocidad de la reacción, sino también los 

productos de la reacción (Xu, 1997). La estabilidad de las lacasas, generalmente es 

mayor a pH ácidos, con algunas excepciones (Leonowics et al., 1984; Baldrian, 2004)  

 

Los perfiles de temperatura de la actividad lacasa, usualmente no difieren del de otros de 

enzimas ligninolíticas extracelulares, con temperaturas óptimas entre 50 y 70ºC. La 

termoestabilidad varía considerablemente de un organismo a otro, la vida media a 50ºC 

puede ser de algunos minutos (Slomczynski et al., 1995), de 2-3 horas (D´Annibale et 

al., 1996) y en algunas especies de Trametes puede ser de 50-70 horas (Smirnov et al., 

2001).  

 

 

5.10. Importancia Biológica 

 

Las lacasas son el componente más importante del sistema ligninolítico de los hongos de 

la pudrición blanca de la madera, aún cuando no se conoce a detalle este proceso. Por 

otro lado, no es esta la única actividad biológica de la cual es responsable la lacasa, ya 



  

que también se ha reportado como un factor de virulencia en infecciones por hongos, así 

como en los procesos de diferenciación y pigmentación de estos organismos. A 

continuación se describe su participación en estos procesos.  

 

 

5.10.1. Como enzima ligninolítica 

 

La lacasa es la enzima ligninolítica más distribuida en los hongos de la pudrición blanca, 

a pesar del menor potencial Redox con respecto al de las peroxidasas. Se ha implicado 

tanto en la polimerización de la lignina en las plantas superiores, así como en la 

degradación de ésta por los basidiomicetos.  

 

En  las plantas se han detectado en el tejido del xilema, donde se ha reportado la 

presencia de entre una (Gregory & Bendall, 1966), cinco (Ranocha et al., 1999) y ocho 

(Sato et al., 2001) isoformas diferentes de lacasa. En la polimerización de la lignina, la 

lacasa lleva a cabo la formación de radicales fenoxilo, los cuales a través de una serie de 

reacciones la polimerizan (Schmidt, 2006). 

 

En el caso de los hongos de la pudrición blanca, es excretada como parte del sistema 

extracelular degradador de lignina, es ampliamente distribuida entre estos organismos, 

aún más que la LiP o MnP.  Por otro lado, al no ser capaz de actuar sobre los enlaces no 

fenólicos de la lignina, no se considera como un componente significativo del sistema 

degradador de lignina (Ferraroni et al., 2005). Sin embargo en algunos casos, como el 

Pycnoporus cinnabarinus, el cual es un eficiente degradador, sólo se detecta a la lacasa 

como la única actividad ligninolítica. En este sistema se ha reportado la presencia de 

pequeñas moléculas que son oxidadas por la lacasa, que forman radicales libres que 

actúan sobre los enlaces no fenólicos de la lignina (Eggert et al., 1996). 

 

Gracias el amplio rango de sustratos sobre el cual puede actuar y aún más a la presencia 

de mediadores que le permiten actuar sobre compuestos de alto potencial, la lacasa ha 



  

retomado el interés de muchos investigadores para su aplicación en nuevos procesos 

biotecnológicos.  

 

 

5.10.2.  Su función en la morfogénesis de hongos 

 

 Generalmente los basidiomicetos secretan lacasa a partir del micelio vegetativo, se 

incrementa su síntesis durante la fructificación y disminuye con la maduración del 

cuerpo fructífero. En el caso L. edodes, participa en la síntesis de melanina de las 

lamelas (Nagai et al., 2003). 

 

En la formación de cuerpos fructíferos, además de estar involucrada en la formación de 

pigmentos, participa en la polimerización oxidativa de componentes de la pared celular 

relacionados con la adhesión célula-célula (Bu´Lock, 1967; Leathman & Stahmann, 

1981; Thurston, 1994); además en Armillaria mellea se le ha asociado en el desarrollo 

de rizomorfos (Worrell et al., 1986).  

  

 

 5.10.3. Como factor de virulencia  

 

La lacasa también es considerada un factor de virulencia en muchas infecciones de 

hongos, tanto de plantas como en humanos. 

 

En el caso de algunos hongos patógenos de plantas como Botrytis cinerea, es capaz de 

actuar sobre cucurbitacinas (triterpenoides tetracíclicos), los cuales son agentes de 

protección de las plantas del pepino contra infecciones. De forma general, la lacasa le 

confiere protección a los hongos contra la toxicidad de fitoalexinas y taninos en el 

medio.  

 

Un ejemplo de su participación en infecciones de hongos en humanos, es la causada por 

Cryptococcus neoformans. Este patógeno, el cual afecta principalmente a pacientes 



  

inmunocomprometidos donde la lacasa es responsable de la síntesis de melanina que le 

confiere protección antioxidante o contra efectores de la inmunidad celular (Lui et al., 

1999).   

 

 

5.11. Importancia Industrial   

 

Como se ha venido mencionando, la lacasa es una enzima poseedora de cualidades de 

gran interés en el ámbito industrial, ya que puede ser utilizada en el área de la 

biorremediación, en la síntesis química, diseño de nuevos biosensores, en la industria 

alimentaria, textil, entre otras. Esto gracias a su amplio rango de sustratos, su 

termoestabilidad y al hecho de que no requiere de la presencia de cosustratos como es el 

caso de las peroxidasas.  

 

Industria papelera  

La industria papelera, genera una gran cantidad de aguas de descarga con un alto 

contenido de compuestos ligninolíticos que le confieren un color café que resultan 

tóxicos para los organismos acuáticos. Por tal razón se han empleado las enzimas 

ligninolíticas como una alternativa al tratamiento de sus descargas mencionadas. En este 

sentido, la lacasa tiene como ventaja sobre las peroxidasas que no requiere la adición de 

cofactores.  

 

Además de ser utilizada en el blanqueamiento del papel, se ha ensayado su efecto en la 

modificación de fibras de madera, para la manufactura de materiales como el cartón, sin 

adhesivos sintéticos tóxicos (Felby et al., 1997). Otra aplicación  en este ámbito es la 

modificación de las fibras lignocelulosicas, para  conferirle nuevas propiedades químicas 

o físicas a los productos derivados de éstas (Lund & Ragauskas, 2001; Chandra & 

Ragauskas, 2002), o en el desarrollo de  nuevos materiales propiedades de 

hidrofobicidad o carga generados por la actividad lacasa.  

 

 



  

Industria alimentaria 

En este sector, al enzima ha sido utilizada en la eliminación de compuestos fenólicos 

responsables de la turbidez en vinos, cerveza y jugos (Servili et al., 2000).  

 

Biorremediación 

Gracias a la gran versatilidad de sustratos de la lacasa, se ha evaluado su acción en la 

degradación de compuestos xenobióticos cíclicos presentes en suelos y descargas de 

aguas industriales. Dentro de estos compuestos se encuentran los hidrocarburos 

aromáticos policíclicos, aminas aromáticas, pesticidas como el DTT o atracina, fenoles 

clorados, bifenilos policlorinados, anilinas cloradas, nitrotolueno, dioxinas y colorantes 

sintéticos (Field et al., 1993)  

 

 

5.12. Estudios de prospección 

 

Aunque en un principio, la gran mayoría de los estudios de caracterización y de 

aplicación de lacasa se enfocaron en algunas cepas como T. versicolor o P. ostreatus, en 

años recientes ha crecido el interés por encontrar lacasas con nuevas cualidades en su 

potencial Redox, mayor capacidad ligninolítica, y termoestabilidad, máxima actividad a 

pH extremos, mayor rango de sustratos, entre otras.  

  

Un ejemplo de lo anterior es el estudio realizado por Kiiskinen y colaboradores (2004), 

en el cual realizan una prospección en medio sólido suplementado con RBBR, Poly R-

478, guayacol o ácido tánico en busaca de lacasas con potencial ligninolítico y habilidad 

decolorante. De 26 cepas probadas, 16 fueron capaces de actuar sobre alguno de los 

colorantes y ocho de estas también mostraron actividad sobre el guayacol. Al identificar 

a sus mejores aislados se encontraron con géneros como Pholiota sp, Mucor spp, 

Trichoderma spp. Peniophora sp, Sporotrichum pruinosum, Crysosporium 

qeenslandicum. Este sistema de selección en medio sólido les permitió obtener una cepa 

de Pholiota sp que mostró gran estabilidad a 60ºC.  

 



  

En Túnez se realizó un escrutinio del potencial ligninolítico de algunos de sus hongos 

autóctonos (Dhouib et al., 2005). En el cual se analizaron 315, de los cuales 18 fueron 

capaces de decolorar el Poly R-478 en medio sólido. En medio líquido, el mejor 

productor de lacasa fue una cepa de Trametes trogii. Posteriormente se purificó y 

caracterizó la lacasa de este aislado y fue aplicada en la decoloración de seis colorantes 

textiles (Zouari-Mechichi et al., 2006).   

 

En nuestro laboratorio, previamente hemos realizado un estudio de prospección de 

basidiomicetos de la pudrición blanca de la madera en las serranías aledañas al área 

metropolitana de Monterrey (Gutiérrez-Soto, 2004, Hernández-Luna et al., 2008), y 

evaluamos su potencial ligninolítico y su capacidad de degradar colorantes sintéticos 

empleando un sistema en medio sólido de indicadores cromogénicos, de oxidasas y 

peroxidasas, así como de un colorante polimérico (Poly R-478) para detectar la 

capacidad lignolítica y tres colorantes monoméricos para determinar la capacidad de 

decoloración (AR 44, CV y RBBR). De 91 aislados nativos seleccionamos dos (CS 5 y 

CU1), que fueron los que mostraron mejores resultados de decoloración en medio sólido 

y en medios líquidos. Además, la capacidad de decoloración coincidió con la presencia e 

incremento de la actividad lacasa, por lo que se caracterizó la capacidad de decoloración 

de los extractos crudos y algunas de las características fisicoquímicas de la actividad. Se 

determinaron el pH y temperatura óptimos, 3.5 y 55ºC respectivamente; así como se 

demostró la termoestabilidad a 55ºC por 1 h, para ambos aislados. Además se detectaron 

al menos dos bandas de actividad lacasa, alrededor de los 60 y 110 kDa en los 

zimogramas realizados. La actividad lacasa de estos dos aislados, fue capaz de actuar 

sobre pares de sustratos reportados como indicativos de actividad peroxidasa, como la 4-

AAP-2,4-DCP para LiP, y MBTH-DMAB para MnP, sugiriendo un alto potencial 

Redox para la lacasa.  

 

La estabilización genética de los aislados, se realizó mediante cultivos de puntas de 

hifas, a partir de estos, su identificaci·n se llevo a cabo en  el ñCentralalbureau voor 

Schimelculturesò Instituto de la Real Academia de Artes y Ciencias de Holanda 

(KNAW) y su confirmación en IPICYT de San Luis Potosí. El aislado CS5 fue 



  

identificado con un 99% homología con Trametes hirsuta, mientras que CU1 presentó 

una homología del 99% con Trametes (Cerrena) maxima. 

 

 

Capitulo II. Problemática asociada a los colorantes textiles 

 

Los colorantes sintéticos son compuestos ampliamente utilizados en la industria en 

diversos procesos y en grandes cantidades. Aunado a su uso existe una problemática de 

tipo ambiental, debido a las características químicas que presentan para resistir los 

diferentes procesos a los que son sometidos. La gran mayoría de ellos son difíciles de 

degradar por los métodos fisicoquímicos convencionales que incluyen floculación 

combinada con flotación, electroflotación, filtración con membranas, coagulación, 

destrucción electroquímica, irradiación, intercambio iónico, precipitación, ozonación, y 

tratamiento Katox, sin embargo, estas tecnologías son ineficientes en la remoción de 

color, costosas y no se pueden adaptar a un amplio rango de colorantes (Robinson et al., 

2001;  Fu,  2001).  

 

Los colorantes resultan tóxicos debido a la estructura química que presenta el 

cromóforo, que generalmente corresponde a una estructura cíclica de uno o más anillos. 

Su carácter recalcitrante se incrementa debido al tipo y número de radicales cromógenos. 

Aún más, estos compuestos son diseñados para resistir los procesos y tratamientos 

industriales a los que son sometidos.   

 

Basados en la estructura de los grupos cromóforos, los colorantes se pueden clasificar 

como azos, antraquinónicos,  triarilmetano y ftalocianinas, todos estos conocidos como 

colorantes reactivos (Zollinger, 1991). Por otra parte, son reconocidos veinte diferentes 

cromógenos de colorantes, por lo cual también se han clasificado como colorantes 

ácidos, básicos, directos, dispersos, mordentes, reactivos, sulfurosos, azoicos y a la tina 

(Hao et al., 2000).  

 



  

En la actualidad, se busca desarrollar procesos más efectivos para la remoción del color 

presente en los efluentes industriales. No obstante, esto resulta complicado ya  que los 

colorantes sintéticos poseen estructuras complejas y variadas.  Dentro de los métodos 

convencionales para su tratamiento se encuentran los procesos fisicoquímicos y 

electroquímicos que generan una gran cantidad de sedimentos, y presentan notables 

diferencias en la cantidad del color removido, volumen de capacidad, duración de la 

operación y costo. Para la remoción de grandes volúmenes de color en las descargas de 

agua, se ha utilizado eficientemente la remoción con membranas y los tratamientos de 

ozono, sin embargo su costo es elevado.  

 

Dentro de las alternativas biológicas para el tratamiento de descargas de la industria 

textil se encuentra el uso de bacterias tanto en condiciones anaerobias como aerobias. 

Por otro lado, estos organismos han mostrado una capacidad inferior de decoloración 

sobre los colorantes triarilmetano que sobre los de tipo azo. Además debido a que se 

tratan de bacterias que actúan sobre un colorante en particular, no pueden ser aplicadas 

en mezclas de estos.  

 

También se han utilizado algunas cepas de actinomicetos en decoloración de colorantes 

reactivos, azos, antraquinónicos y ftalocianinas mediante la bioabsorción de estos 

compuestos.  

 

Otros organismos que se han utilizado para la degradación de colorantes azos son las 

algas. Algunas especies de los géneros de Chlorella y Oscillatoria son capaces de 

degradar los colorantes de tipo azo a aminas aromáticas y eventualmente lo transforman 

a CO2.  

 

En el caso de los hongos, especialmente aquellos relacionados con la descomposición de 

la madera, se ha demostrado que son capaces de degradar varias clases de colorantes 

(Banat et al., 1996). Por lo anterior se han realizado varios estudios de prospección de 

cepas basidiomicetos de la pudrición blanca con la capacidad de degradar colorantes 

sintéticos (Swamy & Ramsay, 1999; Jarosz-Wilkolazka et al., 2002; Asgher et al., 2006) 



  

5.13.  Monterrey: Sector productor y consumidor de colorantes industriales 

 

Monterrey es una de las principales ciudades a nivel nacional en donde se concentran la 

industria del acero, vidrio, cervecera, autopartes, cemento, cerámica, alimentaria y textil. 

PYOSA (Pigmentos y Óxidos, S. A.) es una de las empresas más importantes a nivel 

nacional e internacional que ofrece pigmentos, colorantes y preparaciones de la más alta 

calidad para la fabricación de pinturas, tintas, plásticos, textiles, derivados de petróleo, 

etc. Cuenta con una amplia gama de colorantes de calidad reconocida a nivel 

internacional, ofreciendo una línea completa de colorantes para textiles de fibra natural o 

sintética, así como las diferentes líneas de colorantes para cuero, papel y uso industrial. 

Distribuyen sus productos a fabricantes de pinturas, tintas, plásticos, textiles, derivados 

del petróleo, baterías automotrices, cinescopios, fragancias, medicamentos y detergentes, 

entre otros (www.pyosa.com.).   
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6. Estrategia Experimental 

 

Para la realización del presente trabajo se siguió la estrategia descrita a continuación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez definidas las condiciones más óptimas para la producción de lacasa, se realizó 

la purificación de la lacasa mediantes cromatografía de intercambio iónico y exclusión 

molecular. Una vez pura la actividad lacasas de T. maxima CU1, se llevó a cabo la 

caracterización bioquímica y funcional de la misma.  
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7. Metodología 

 

7.1. Material y Métodos  

Todos los compuestos químicos utilizados fueron de grado reactivo. Los ingredientes 

para preparar los medios de cultivo de la marca Difco y los demás químicos, incluyendo 

colorantes, de la casa Sigma o CTR Scientific. Los reactivos utilizados en los ensayos de 

electroforesis, Acrilamida, bis-N,Nô-metilen-bis-acrilamida, Lauril Sulfato de Sodio 

(SDS), Persulfato de Amonio, N,N,Nô,Nô-Tetrametiletilendiamina (TEMED), 2-

mercaptoetanol, Trizma-base y Glicina fueron de las marcas comerciales Sigma, Fluka o 

Aldrich y obtenidos a partir de Sigma-Aldrich de México, S. A. de C. V. Las soluciones 

fueron preparadas con agua bidestilada de laboratorios Monterrey, S.A.  

 

Matrices: DEAE-Sephacel y Sephadex G-200 de Pharmacia; DEAE-Sepharose,       Q-

Sepharose, Sephacryl S-200 HR, Concanavalina A 4B y Buffer Ion Exchanger de 

Sigma; DE-52 de Whatman; Biogel P-60, Biogel P-100 y  Biogel HPT de Bio-Rad. 

 

Estándares de peso molecular: Para la estimación del peso molecular en SDS-PAGE, se 

empleó el marcado preteñido Kaleidoscope de Bio-Rad: Miosina 192.9 kDa; -

Galactosidasa 111.4 kDa; Albúmina sérica de bovino 57.4 kDa, Anhidrasa carbónica 

30.3 kDa; Inhibidor de tripsina de soya 25.2 kDa; Lisozima 12.9 kDa; Aprotinina 6.5 

kDa.  

 

En algunos casos se utilizó un marcador de rango bajo: Fosforilasa b 97.4 kDa; 

Albúmina sérica 66.2 kDa; Ovoalbúmina 45 kDa; Anhidrasa carbónica 31 kDa; 

Lisozima 14.4 kDa; Aprotinina 6.5 kDa. 

 

Para la calibración de las columnas de exclusión molecular se utilizó el juego de 

estándares de peso molecular en el rango de  200 a 12 kDa: -Amilasa 200 kDa; Alcohol 

deshidrogenasa 150 kDa; Albúmina 66 kDa; Anhidrasa Carbónica 29 kDa; Citocromo c 

12.4 kDa. 

 



  

Sustratos: 2,6-Dimetoxifenol (Metoxifenol), Guayacol, Ćcido 2,2ôïazino-bis (3- 

etilbenzotiazolin-6-sulfónico)-sal  de diamonio (ABTS), Siringaldazina (3,5-dimetoxi-4-

hidroxibenzaldeidazina), Ácido 3-dimetilaminobenzóico (DMAB), 3-metil-2-

benzotiazolina hidrazona (MBTH). Todos adquiridos en Sigma.  

 

Colorantes industriales: Fueron amablemente proporcionados por la Empresa Pigmentos 

y Óxidos, S.A. (PYOSA): Negro Reactivo 5, Azul Reactivo 19, Negro Directo 22, Azul 

Disperso 79, Rojo Disperso 60, Naranja Disperso 29, Negro Ácido 194, Azul Ácido 25, 

Negro Ácido 210. En la tabla IV se presentan el grupo químico al que pertenecen, uso y 

longitud de onda utilizada en los estudios de decoloración.  

 

 

 

Tabla IV. Colorantes Textiles.  

 

Colorante Grupo Uso 

Negro reactivo 5 (RB5) Diazo Algodón. 597 

Azul reactivo 19 (RB19) Antraquinónico Algodón. 592 

Negro directo 22 (DB22) Tetrakiazo Algodón. 474 

Azul disperso 79 (DB79) Monoazo Poliéster. 580 

Rojo disperso 60 (DR60) Antraquinónico Poliéster. 592 

Naranja disperso 29 (DO29) Diazo Poliéster. 454 

Negro ácido 194 (AB194) Monoazo Nylon 597 

Azul ácido 25 (AB25) Antraquinónico Nylon 417 

Negro ácido 210 (AB210) Triazo Cuero 461 

 

 

 

 

 



  

7.2. Material biológico 

Microorganismo: En el presente trabajo se utilizó la cepa nativa Trametes maxima CU1, 

la cual se conservó en medio YMGA en refrigeración a 4ºC. La conservación se realizó 

por resiembras cada dos o tres meses. 

 

Conejos: Se utilizaron dos conejos de raza Nueva Zelanda para la obtención de 

anticuerpos para los Western Blot, un macho de 2.8 Kg y una hembra de 2.5 Kg. 

 

7.3. Medios de cultivo 

YMGA: glucosa 4 g l
-1

, extracto de malta 10 g l
-1

, extracto de levadura 4 g l
-1

 y agar 15 g 

l
-1

 (Hernández-Luna et al., 2008). 

 

Medio Bran Flakes: se preparó en una solución amortiguadora de fosfato de potasio 60 

mM, ajustando el pH a 6.0 con hidróxido de potasio 1M y agregando el cereal All Bran 

Flakes® al 2% (Pickard et al., 1999). 

 

Medio Dhouib modificado (DM): glucosa10 g l
-1

, extracto de levadura 1 g l
-1

, peptona 5 

g l
-1

, tartrato de amonio 2 g l
-1

, KH2PO4 1 g l
-1

, MgSO4 0.5 g l
-1

, KCl 0.5 g l
-1

, y 1 ml de 

la solución de elementos traza 100X. Para preparar 100 ml de la solución de elementos 

traza 100X se pesaron 0.5 g EDTA, 0.2 g FeSO4, 0.01 g  ZnSO4,  0.003 g MnCl2, 0.03 g 

H3BO4, 0.02 g CoCl2, 0.001 g CuCl2, y  0.003 g NaMoO4 (Dhouib et al., 2005; Zouari-

Mechichi et al., 2006). 

 

El medio de cultivo para la producción de la lacasa fue esterilizado en autoclave a 121ºC 

por 15 minutos. 

 

 

 

 

 

 



  

7.4. Protocolos de trabajo 

 

Determinación de la Actividad Lacasa 

 El método para determinar la actividad de la lacasa esta basado en la oxidación del 

sustrato cromogénico del 2,6-Dimetoxifenol (DMP) por acción de la enzima, generando 

un color anaranjado, el cual es detectado a una longitud de onda de 468 nm. Para la 

mezcla de reacción se utilizaron 2.8 ml de amortiguador de acetato de sodio 200 mM de 

pH 4.5, 0.1 ml de DMOP 60 mM y l0 l del extracto enzimático, dando un volumen 

total de 3 ml. La reacción se inició con la adición del extracto enzimático (o preparación 

enzimática) y se siguió a través del cambio en la densidad óptica a 468 nm por un 

minuto. Las unidades de lacasa se expresan como la cantidad de enzima que cataliza la 

transformación de 1 mol de sustrato por minuto, tomando como valor de coeficiente de 

extinción molar ()=49 600 M
-1

 cm
-1

 (Abadula et al., 2000). Las determinaciones se 

realizaron en un espectro Shimadzu UV-VIS mini 1240. 

 

Cuantificación de Proteína 

Se utilizó el método de Bradford para la cuantificación de proteína, utilizando el kit 

ñProtein Assay Bradfordò de BioRad. Como est§ndar se utiliz· la alb¼mina de suero 

bovina.  

 

Electroforesis 

Para el análisis de componentes se utilizó el método descrito por Garfin (1990): 

Gel de concentración de Acrilamida al 4%: Agua bidestilada, 3.050 ml; Tris-HCl 0.5 M 

pH 6.8, 1.250 ml; SDS 10%, 0.050 ml; Acrilamida/Bis (30%/2.7%), 0.650 ml; APS 

10%,25 l y TEMED 5 l 

 

Gel Separador de Poliacrilamida al 12%: Agua bidestilada, 5.025 ml; Tris-HCl 1.5 M 

pH 8.8, 3.75 ml; SDS 10%, 0.050 ml; Acrilamida/Bis (30%/2.7%), 6.0 ml; APS 10%, 

100 l y TEMED 10 l. 

 



  

El amortiguador para las muestras consistió en Tris-HCl 0.5 M pH 6.8, conteniendo 

glicerol a 10 % y azul de bromofenol a 0.025%, y 50 ɛl de 2-mercaptoetanol a cada 0.95 

ml del amortiguador (para muestras desnaturalizadas); y el amortiguador del electrodo 

en Tris 0.025 M, Glicina 0.192 M, SDS 0.1% (p/v) a pH 8.3.  

 

Para los geles nativos, en su elaboración solo se omitirá el SDS, la presencia de 2-

mercaptoetanol en el amortiguador de la muestra y el tratamiento térmico en las 

muestras. Los carriles se cargaron con 25 g de proteína en cada uno de los pasos de 

purificación, los primeros carriles con muestras desnaturalizadas a 95
o
C por 4 minutos 

en presencia de 2-mercaptoetanol y los siguientes con muestras nativas sin él para el 

zimograma. La electroforesis se corrió a 100 V.  

 

 

Condiciones de cultivo para la producción enzimática 

La producción de lacasa se llevó a cabo en dos medios de cultivos diferentes, uno 

lignocelulósico a base de Bran Flakes® y otro definido a base de sales, Dhouib 

modificado. 

 

Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 500 ml conteniendo 200 ml del respectivo medio. 

Los medios se esterilizaron a 121°C a 15 libras de presión por 20 minutos. Para inocular 

los medios se agregaron tres piezas de 0.5 cm de diámetro del micelio crecido en 

YMGA por cada 100 ml del medio de cultivo. Se incubaron a 28ºC a 150 rpm por 

aproximadamente 20 días. Se tomaron alícuotas de 50 L cada dos días para la 

determinación de la actividad lacasa como ya se describió. 

 

Efecto de inductores sobre la producción de lacasa 

Una vez definido el medio más conveniente para la producción, se probaron dos de los 

inductores comúnmente utilizados, el sulfato de cobre y el etanol (Chefetz et al., 1998; 

Heinzkill et al., 1998; Koroljova et al., 1999; Xiao et al., 2003), para incrementar las 

unidades volumétricas de la actividad en los sobrenadantes. 

 



  

Ya que no todos los organismos responden igual a los inductores se realizaron ensayos 

por duplicado en medio DM para encontrar las concentraciones óptimas para este hongo. 

En el caso de sulfato de cobre se agregó al medio a las concentraciones de 75, 150 y 350 

M antes de ser esterilizado, mientras el etanol se agregó al 1, 2 y 3%, al tercer día de 

crecimiento.  

 

También se probaron otros compuestos que se han reportado como inductores, tales 

como la siringaldazina (Farnet et al., 2002), ácidos húmicos (Koroljova-Skorobogat´ko 

et al., 1998) y DMSO (Shah et al., 2006). Solo los húmicos fueron agregados al inicio 

del cultivo, los demás a los tres días de crecimiento.  

 

Al igual que en la selección del medio de cultivo, se tituló la actividad lacasa cada tercer 

día para construir la curva de producción para cada condición.   

 

Obtención de extractos crudos 

Establecidas las condiciones óptimas para la producción, se prepararon tres litros en 

matraces de 500 ml con 200 ml del medio. Una vez crecidos los cultivos y con el mayor 

título de actividad lacasa, se separó la biomasa del sobrenadante utilizando un cedazo de 

algodón-poliéster (50:50%). Para retirar los polisacáridos solubles en agua, se congeló el 

sobrenadante a -20ºC por 24 horas. Posteriormente se descongeló el sobrenadante y se 

filtro a través de papel filtro (Whatman #1).  

 

Para concentrar el sobrenadante se empleó un cartucho de ultrafiltración (Millipore 

prep/scale TFF de 10kDa) hasta aproximadamente 200 ml y finalmente a 5 ml con el 

sistema de ultrafiltración AMICON con una membrana de corte YM10, a una presión 40 

psi. Finalmente la muestra se equilibró con tres volúmenes del amortiguador fosfato 

potasio 20 mM, ajustado a pH 6.0. Todo el proceso se realizó en baño de hielo. 

 

Purificación 

Ya que el concentrado contiene gran cantidad de pigmento, es necesario que se remueva 

del extracto, ya que este interfiere en la determinación de proteína y con la estimación de 



  

la actividad lacasa. Por ello, como primer paso de purificación se utilizó una columna 

DEAE-Sepharose (2.5x17cm) equilibrada con el amortiguador de fosfato de potasio 20 

mM, pH 6.0 (amortiguador A) para removerlo. Una vez aplicada la muestra en la 

columna, se pasaron 160 ml del amortiguador A, para remover todas las proteínas que 

no se unieron a la matriz. Para la separación de la muestra, se utilizó un gradiente lineal 

de fosfato de 20 a 150 mM de 400 ml, y utilizando un amortiguador de fosfato de 

potasio 150 mM, pH 6.0 (buffer B). Como paso final, se pasaron 160 ml del 

amortiguador B. Se colectaron fracciones de 7 ml. Una vez terminado el programa, se 

identificaron las fracciones con actividad lacasa, se colectaron, se concentraron y 

finalmente se equilibro la fracción con amortiguador A en la celda AMICON.  

 

El siguiente paso de purificación consistió en una filtración en gel, empleando una 

columna Sephadex G-200 (2x90cm), equilibrada y eluida con amortiguador de fosfato 

de potasio 100 mM, pH 6.0, se colectaron fracciones de 6 ml. Las fracciones con 

actividad se colectaron y concentraron. En cada uno de los pasos se tomaron alícuotas 

para la determinación de proteína y actividad lacasa.  

 

Todas las separaciones cromatográficas se llevaron a cabo en el sistema FPLC, Biologic 

LP de Biorad. Por otro lado se realizaron separaciones en las matrices De-52, Biogel 

HPT, Biogel P-60, Biogel P-100. 

 

La evaluación de la eficiencia de los pasos de purificación se realizó a través de SDS-

PAGE con el protocolo arriba descrito.  

 

Para tinción se empleó Azul de Coomasie al 0.1% en solución fijadora 10% acético, 

40% metanol toda la noche. Para el desteñido se utilizó la solución fijadora. 

 

La actividad se reveló colocando los geles en acetato de sodio 200 mM, pH 4.5 y 

agregando el DMP. Una vez visualizadas las bandas de actividad, se detuvo la reacción 

con solución fijadora.  

 



  

Producción de anticuerpos y Western Blot 

En el análisis de componentes se observaron bandas de menor tamaño que la lacasa, para 

comprobar si se trataba de fragmentos de degradación de la misma o de otras proteínas 

contaminantes, se levantaron anticuerpos en conejos, contra la lacasa de 61 758 Da.  

 

La lacasa utilizada para inmunizar los conejos, fue purificada a partir de un gel SDS-

PAGE con muestras no tratadas. Se les aplicó cuatro dosis de 300g de la proteína, y  a 

la quinta semana se les aplicó una dosis de refuerzo. A la sexta semana, se les extrajo 10 

ml de sangre por punción cardiaca. Para la obtención del suero, se coaguló y centrifugó 

la sangre (3000rpm por 15 min). El suero se mantuvo en refrigeración hasta su 

utilización.  

 

Para el análisis Western Blot de las fracciones se corrió la electroforesis con geles SDS-

PAGE con muestras tratadas y no tratadas. Se realizó la transferencia de los geles a 

membranas de celulosa (300 volts por 1.5 horas). La membrana es teñida con rojo 

Ponceau S para asegurar la transferencia de las proteínas. Registrada la trasferencia se 

retira el color con lavados de agua destilada, luego de ello, las membranas se bloquearon 

con Tween 20 (0.5%) en TB (Tris Buffer 1M) por dos horas. Se realizaron dos lavados 

de 5 minutos con TB, posteriormente se agregó el anti-lacasa (20 L de una dilución 

1:1000 en 20 ml de TB) y se incubó por 1.5 horas. Nuevamente se realizó un lavado con 

Tween 20 y dos lavados con  TB de 5 minutos, se agregó el conjugado Peroxidasa  anti-

conejo  (20 L de una dilución 1:1000 en 20 ml de TB) y se incubo por 1 hora. 

Finalmente con TMB, se generó un precipitado azul (Xu et al., 2007).  

 

Determinación del Peso Molecular 

Para la estimación del peso molecular se utilizaron las columna  Sephacryl S-200 HR y 

Biogel P-100 (1.5x70), calibrada con el juego de estándares de peso molecular X. Tanto 

para los estándares como para las muestras, la separación se efectuó con amortiguador 

de fosfato de potasio 50mM, pH 6.0. Los estándares, fueron resuspendidos en 1 ml del 

amortiguador  

 



  

También se estimó el peso molecular a través de SDS-PAGE, utilizando los estándares 

preteñidos Kaleidoscope de Bio-Rad y por  LC-SM/LC (realizado en el Instituto de 

Biotecnología de la UNAM.). 

 

Deglicosilación de la Lacasa 

Para la estimación del grado de glicosilación, la muestra fue tratada con una glicosidasa: 

PNGase F de Sigma. 

 

Para lo cual se preparó una mezcla de reacción con 200 g de lacasa en un volumen de 

35 l de agua. Se le agregó 10 l de fosfato de potasio 250 mM, ajustado a 7.5; 2.5 l de 

SDS 2% adicionado con 2-mercaptoetanol 1 M. La mezcla se incubó a 100ºC por 5 

minutos. Se dejó enfriar  y se agregan 2.5 l de Tritón X-100 al 15%, se añadió la 

PNGase F y se incubó la mezcla de reacción por 3 horas a 37ºC. 

 

Estimación del pI 

 

Para el calculó del pI se empleó una columna empacada con una matriz Poly Buffer 

Exchanger 94 Sigma, equilibrada con Imidazol 25 mM ajustado a pH 7.0. Para la elusión 

de las muestras se utilizó una solución de anfolitos (Poly buffer 74 sigma) ajustado a pH 

3.0 con HCl 1N. A las fracciones obtenidas se les midió el pH con un potenciómetro 

Corning pH meter 430, también se midió la absorbancia a 280 nm, para la evaluación de 

la pureza de la fracción.  

 

Espectro de absorción 

Como parte de la caracterización de las propiedades fisicoquímicas de la lacasa, se le 

realizó el espectro de absorción de 200 a 800 nm en el espectro UV-VIS Shimadzu. El 

ensayo se realizó con 150 M de la proteína en 1 ml de agua.  

 

Análisis bio-informático 

Las secuencias N-terminal se identificaron por LC-MS/MS en el Instituto de 

Biotecnología de la UNAM. El análisis comparativo entre las secuencias obtenidas y las 



  

ya reportadas se realizó utilizando el programa BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool).  

 

Efectos del pH 

Para la determinación del pH óptimo, se empleó un  amortiguador de citrato-fosfato de 

potasio 100:50 mM  en un rango de pH de  2.0 a 6.0. Para la determinación de la 

actividad se utilizó el método del DPM como ya se describió.  

 

Para evaluar la estabilidad al pH, se incubación la enzima en 2 ml del amortiguador 

citrato-fosfato. Se tomaron alícuotas de 10 l para medir la actividad a los tiempos 0, 1, 

2, 3, 4 y 24 horas utilizando la mezcla de reacción con 2,6-DMPO en el acetato de sodio 

50 mM, ajustado al pH óptimo.   

 

Efecto de la  temperatura 

La temperatura al igual que el pH, es uno de los parámetros que intervienen en el 

funcionamiento óptimo de las enzimas. Por lo tanto, para determinar la temperatura 

óptima, se emplearon mezclas de reacción con DMOP incubadas en un rango de 15 a 70 

ºC. Las reacciones se iniciaron con la adición de la enzima.  

 

Para los ensayos de termoestabilidad, se incubó la enzima en agua bidestilada a 50, 60 y 

70ºC,  horas  sobre 2,6-DMOP en amortiguador acetato de sodio a pH 3.0.  

Determinación de los Parámetros Cinéticos 

Los parámetros cinéticos fueron estimados empleando los gráficos de Linewaver-Burk, 

realizando cursos temporales sobre los sustratos: Siringaldazina y 2,6-DMOP, a 

diferentes concentraciones (0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0 mM). Las mezclas de reacción 

se llevaron a cabo en amortiguador de acetato de sodio 50 mM ajustado a pH 3.0. La 

longitud de onda para la siringaldazina ( 65 000) es 530 nm, para el 2,6-DMPO 

(  M
-1

 cm
-1

) es 468 nm. Las mediciones en el cambio de la desviación óptica se 

realizaron por un minuto y por triplicado. 

 

Efecto de inhibidores 



  

Una vez determinados los parámetros cinéticos, se evaluó el efecto de algunos 

inhibidores sobre la actividad enzimática. Ensayándose sobre mezclas de reacción con 

2,6-DMPO (como ya se describió), en presencia de concentraciones de 0.1, 0.5, 1.0, 5.0 

10, y 25 mM de azida de sodio, fluoruro de sodio, SDS, EDTA, ácido tioglicólico y 

dimetil sulfóxido.  

 

Decoloración enzimática  

Para evaluar la participación de la lacasa en la decoloración de los colorantes 

industriales, se realizaron ensayos con lacasa pura de T. maxima CU1. La mezcla de 

reacción se llevó a cabo en amortiguador fosfato-citrato a pH 3.0 y 5.0,  conteniendo 50 

ppm del colorante y 10 U de actividad lacasa a un volumen final de 2 ml. La incubación 

se realizó a 50ºC. Otra condición probada fue a pH neutro (mezcla en agua bidestilada) y 

a temperatura ambiente. Se realizaron lecturas en el rango de 200 a 800 nm cada 1, 2, 3 

y 24 horas. Se estimó el porcentaje de decoloración en base a la disminución de la 

absorbancia en el pico máximo para cada colorante (ver tabla I).  

 

Ensayos con efluentes simulados 

Los efluentes industriales son complejas mezclas. Por tal razón, para tener un panorama 

más claro del comportamiento de la enzima bajo estas condiciones, se simuló un 

efluente con 50 ppm de cada uno los nueve colorantes industriales. Los ensayos se 

realizaron en las mismas condiciones descritas en la decoloración enzimática. Para 

calcular el porcentaje de decoloración, se tomó el pico máximo de absorción del 

espectro de la mezcla sin enzima como el 100% para cada condición. 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

8. Resultados  

 

Previamente, seleccionamos la cepa de Trametes maxima CU1 que fue eficiente 

degradadora de nueve colorantes sintéticos de cinco diferentes grupos químicos. Por lo 

anterior, en el presente trabajo se llevo a cabo la purificación de la lacasa producida por 

T. maxima CU1, necesaria para su caracterización bioquímica y su aplicación in vitro en 

la decoloración de colorantes textiles y la mezcla de estos.  

  

 

8.1. Selección del las Condiciones de Cultivo 

 

8.1.1 Selección del medio de crecimiento 

 

Para la producción de lacasa se probaron dos medios, uno a base de Cereal Bran Flakes 

® y otro a base de sales (Dhouib modificado), ya que las condiciones de cultivo son de 

suma importancia para una buena producción y a que se han presentado diferencias en 

cuanto a los niveles de producción y la presencia de isoformas de un mismo organismo 

al variar las condiciones de crecimiento (Chen et al., 2003).  

 

Los niveles más altos de actividad lacasa se presentaron en medio Bran Flakes® 

(2U/ml), en tanto que en el medio Dhouib modificado no se detectó actividad. Sin 

embargo en el medio Bran Flakes® se  produce una gran cantidad de carbohidratos y un 

pigmento de color café que interfiere con la cuantificación de proteína y de la actividad 

lacasa, por lo que se decidió probar el medio Dhouib modificado en presencia de dos de 

los inductores de mayor uso a concentraciones estándar: sulfato de cobre 0.35mM y 

etanol 3% (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Producción de Lacasa en Medio Bran Flakes® y  Dhouib modificado. La 

determinación de la actividad se realizó en acetato de sodio 200mM, pH 4.5, utilizando 

el DMP como sustrato. Los ensayos se realizaron por triplicado.  

 

 

 

8.1.2. Efecto de algunos inductores 

 

Al observar que el hongo respondió favorablemente a la presencia de los inductores, se 

procedió a evaluar el efecto la siringaldazina, los ácidos húmicos, DMSO, etanol y el 

sulfato de cobre, así como determinar la concentración óptima para incrementar la 

actividad lacasa en el medio.   

 

A pesar de que se ha reportado que la siringaldazina es un buen inductor de la actividad 

lacasa (Farnet et al., 2002),  en T. maxima CU1 no se observó tal efecto. De igual 

manera, el DMSO y los ácidos húmicos no mostraron incremento significativo en la 

actividad lacasa. Los títulos más altos de lacasa se obtuvieron con el medio DM 

suplementado con sulfato de cobre 0.35 mM y etanol 3%.  En este medio y con el sulfato 

de cobre a la misma concentración, se titularon 3.5 U/ml al sexto día de crecimiento, 

mientras que el etanol por si solo no mostró efecto inductor (Figura 2). El efecto 

sinérgico entre el cobre y el etanol se ha reportado para una cepa de Trametes trogii 

(Dhouib et al., 2006).  
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Por otra parte, el pobre efecto de los demás inductores reitera que, no todos los 

inductores reportados muestran en mismo efecto en diversos organismos y que las 

condiciones de cultivo deben ser ajustadas para cada cepa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Efecto de algunos inductores. A) Ácidos húmicos. B) Siringaldazina. C) 

Sulfato de cobre. D) DMSO.  Los ensayos se llevaron a cabo en el medio DM 

suplementado con diferentes concentraciones de los inductores probados. Los cultivos se 
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prepararon por triplicado, de igual forma se realizaron las determinaciones, en todos los 

casos la desviación estándar fue menor al 5%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Condiciones óptimas de cultivo. Las determinaciones fueron hechas por 

triplicado, en todos los casos la desviación estándar fue menor al 5%.  

 

 

 

8.1.3. Obtención del extracto crudo 

 

Una vez definidas las condiciones de cultivo, se preparó un lote de producción de tres 

litros, hasta que se detectaron aproximadamente 6 U/ml. Posteriormente se separó la 

biomasa del sobrenadante, se concentró y se diafiltró la muestra para equilibrarla y ser 

aplicada a una columna de intercambio iónico. Finalmente se cuantificó la actividad 

lacasa inicial y la concentración de proteína total del lote (6418 unidades totales y 

266.1mg). La preparación final, de 12 ml, presentó un color verde oliváceo la cual se 

mantuvo en congelación hasta su uso.  
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8.2. Purificación  

 

8.2.1 Estudios previos  de purificación 

Inicialmente para la purificación de la lacasa de T. maxima CU1, utilizamos como 

primer paso una columna DEAE-Sephacel, seguida de una filtración en gel utilizando 

una columna de Biogel P-100. Sin embargo en el análisis de componentes en SDS-

PAGE se observaba la presencia de dos bandas de proteínas con actividad lacasa en la 

zona de 70 y 60 kDa, acompañadas de bandas menores en la zona de 40-25 kDa y una 

mayor en la zona alrededor de 100 kDa. Por lo que se probaron modificaciones en el 

intercambio iónico como fue el cambiar la matriz por una DE-52 con un gradientes de 

fosfato de 20 a 250 mM, que posteriormente se redujo de 20 a 150 incrementando los 

volúmenes de elución de 5 a 10, sin embargo no se lograba la separación de estas 

aparentes isoformas. Por lo que se probó pasar la fracción obtenida del intercambio 

iónico DEAE por una Q-sepharose (una amina cuaternaria reportada para la separación 

de isoformas de lacasa por Farnet et al., 2002), con un gradiente con NaCl de 0 a 500 

mM; sin embargo no se logró separar estas isoformas.   

 

Por lo anterior, se trato de remover las proteínas menores con una columna Biogel P-60. 

Bajo estas condiciones se esperaría una fracción principal en la zona de exclusión y otras 

dos o tres en la zona entre 40 y 25 kDa, más sólo se obtuvo una fracción en la zona de 

exclusión que al ser analizada por SDS-PAGE permitió visualizar todas las bandas de 

menor tamaño junto con las dos lacasas de 60 y 70 kDa. Otro estrategia para tratar de 

separar las proteínas de diferentes tallas fue el utilizar una columna Sephadex G-200, 

que incrementa el rango de resolución de las proteínas de menor tamaño y también 

remueve una gran cantidad de pigmentos. Este se utilizó como primer paso, seguido de 

un intercambio iónico en DEAE-Sepharose. La fracción obtenida fue aplicada a una 

columna de afinidad (Concanavalina A 4B), en esta última, la lacasa se quedo unida a la 

matriz. No pudo ser removida con altas concentraciones de glucosa (1 M), ni de manosa 

(0.5 M), además del Borato de sodio 100 mM, pH 6.5, no obstante que Coll et al. (1993) 

con un protocolo similar habían logrado separar dos isoformas del basidiomiceto PM1. 

 



  

En forma paralela se utilizó la hidroxiapatita (Oda et al., 1991), en la cual se obtuvieron 

dos fracciones que al ser analizadas por electroforesis presentaron el mismo patrón de 

bandas para ambas fracciones.  

 

Por otra parte, también se realizaron separaciones por filtración en gel bajo condiciones 

de alta fuerza iónica (500 mM NaCl) para romper los enlaces débiles, en presencia de 

detergentes en el eluente (SDS 0.1% y Tritón 100X 0.1%), para tratar de romper 

interacciones hidrofóbicas entre las proteínas y la matriz, en presencia de urea 4 y 6 M, 

así como de 2-mercaptoetanol y Tritón en combinación. En lo referente al intercambio 

iónico se probaron diferentes soluciones amortiguadoras (fosfato, Tris-HCl, fosfato-

citrato), en distintas proporciones y aplicados en pasos bajo diferentes esquemas de 

gradiente (stendidos? o pronunciados), con diferentes matrices (intercambiadores fuertes 

y débiles) y tipos de sales en los gradientes (NaCl, PO4, KCl). Bajo todas las 

condiciones solo se obtuvo un pico principal de proteína donde se detectaba la actividad 

lacasa. Sugiriendo lo anterior que la principal proteína presente en los extractos curdos 

correspondía a las isoformas de lacasa, las cuales solo podían separarse por 

electroforesis. Algo similar ocurre con la isoforma L2 de Ceriporiopsis subvermispora, 

la cual sólo es posible purificar por isoelectroenfoque preparativo (Fukushima et al., 

1995).  

 

Las matrices de exclusión molecular han sido diseñadas para separar proteínas simples y 

cuya forma comúnmente es esférica. La glicosilación de las lacasas provoca una 

desviación de esta esfericidad además de que puede causar interacciones con la matriz, 

lo cual explicaría la pobre resolución de las bandas (Fig. 9 A carriles 2 y 3) y la 

discrepancia en los pesos moleculares encontrados para la misma proteína en diferentes 

cortes y matrices (Tabla VII resultados con Biogel P-100 y Sephacryl S-200) en función 

de su peso. Revisando la literatura, encontramos variaciones similares reportadas para 

glicoproteínas. En el estudio realizado por Sviridov y colaboradores (2006), observaron 

que pueden coeluir glicoproteínas con otras proteínas de diferentes tallas y que no 

pueden ser separadas aún con el uso de HPLC.  

 



  

Ya que las isoformas solo pueden ser separadas por electroforesis, la actividad lacasa de 

T. maxima CU1 fue caracterizada como una sola fracción conteniendo diversas 

glicoformas de la enzima. 

 

Por todo lo anterior, se seleccionó como protocolo de purificación de la actividad lacasa 

de T. maxima CU1 el uso de DEAE-Sepharose y Sephadex G-200, el cual permitió 

obtener una fracción con un mayor rendimiento al final del proceso.  

 

Además de los co-migrados observados en la exclusión molecular, en los geles tanto 

SDS-PAGE (cargados con muestras tratadas con mercaptoetanol y calor, y sin tratar), 

como en geles nativos, los patrones de migración son diferentes ya que en las 

condiciones reductoras se aprecian bandas de menor tamaño a las isoformas principales, 

que no son visibles tanto en las condiciones nativas como en las muestras no tratadas, 

mientras que la banda cercana a los 100 kDa se presentó en las tres condiciones. Otra 

variación observada fue la migración de la fracción de 60 kDa antes de la de 70 kDa en 

los geles nativos. Al igual que en la filtración en gel, se han reportado previamente estas 

desviaciones en separaciones de glicoproteínas en geles SDS-PAGE (Durchschlag et al., 

1991; Durchschlag & Jaenicke, 1997).  

 

En las figuras 8 se muestran los perfiles de las separaciones típicas de la lacasa de T. 

maxima CU1 en intercambio iónico y exclusión molecular, así como en la figura 9 la 

separación característica en SDS-PAGE de las glicoformas de CU1 en los diferentes 

protocolos de purificación. 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Perfiles cromatográficos característicos de la purificación de T. maxima 

CU1. El panel A corresponde al perfil típico de la separación del extracto crudo de T. 

maxima CU1. El panel B muestra el perfil característico de las separaciones en exclusión 

molecular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Separación típica en SDDS-PAGE. En los diferentes carriles se muestran las 

fracciones de lacasa obtenidas mediantes diferentes cromatografías. 1) Estándares de 

PM, 2) Concentrado YM10, 3) DE-52 4) Biogel P-100, 5) DEAE-Sepharose, 6) Biogel 

P-60, y 7) Biogel P-60. Todos cargados con 25g de proteína y teñidos con azul 

Coomasie.  
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8.2.2 Protocolo final de purificación 

 

Como primer paso para la purificación de la lacasa de T. maxima CU1, se empleó una 

columna DEAE-Sepharose. Este paso removió gran cantidad del pigmento presente en la 

muestra, que enmascara la presencia de otras proteínas presentes, además de que es 

eluido como una sola fracción muy amplia. Por otro lado al ser removido, deja en 

evidencia el característico color azul de la lacasa. Se obtuvo un pico de proteína dentro 

del cual se aprecian dos fracciones de actividad lacasa que se concentraron como una 

sola fracción, a la cual se le realizó una filtración en gel, en donde la actividad lacasa se 

fracciona nuevamente como un solo pico de proteína y actividad. En ambos pasos el 

componente principal correspondió a la actividad lacasa y fueron removidos algunos de 

los componentes proteicos contaminantes. En el anexo I se presentan los perfiles 

cromatográficos de cada uno de los pasos. 

 

El rendimiento final de la preparación de lacasa obtenida fue 208%, un factor de 

purificación de 5 veces y un aumento en la actividad específica alrededor de la misma 

magnitud (121 U/mg vs 24 U/mg) con respecto al extracto crudo (Tabla V). El 

incremento en las unidades puede atribuirse a la remoción del pigmento presente en el 

extracto crudo, donde la presencia de compuestos fenólicos podría estar inhibiendo la 

actividad lacasa y por ende se detectarían menos unidades de las que están presentes 

(Zouari-Mechici et al., 2006). 

 

 

 

Tabla V. Purificación de la Lacasas de T. maxima CU1.  

 

 

 

Paso 

 

Vol 

(ml) 

 

Proteína 

Total 

(mg) 

 

Unidades 

Totales 

 

Actividad 

Específica 

(U/mg) 

 

Rendimiento 

(%) 

 

Factor de 

Purificación 

(veces) 

Concentrado  10K 12 266 6,418 24 100 1 

DEAE-Sepharose 3.5 119 10,796 91 168 4 

Sephadex G-200 3.5 110 13,337 121 208 5 



  

8.3. Análisis de componentes 

 

En el análisis de componentes en un gel SDS-PAGE (figura 8), se observó una banda 

principal en la zona de 60 kDa aproximadamente y otros componentes menores, los 

cuales no fueron removidos con los pasos cromatográficos aplicados. En estos mismos 

geles, pero con muestras no reducidas con mercaptoetanol ni hervidas, se aprecian dos 

bandas de actividad lacasa en zimogramas revelados con DMP, lo que sugiere la 

presencia de dos isoformas de lacasa, una de alrededor de 70kDa y otra de 60 kDa sin 

las bandas menores. Está última mostró ser más activa y fue capaz de degradar el azul de 

Coomasie mientras eran teñidos los geles. En condiciones nativas, se observan solo las 

dos bandas de actividad, sin embargo migran de forma inversa a los geles SDS-PAGE, 

es decir la banda más activa se retiene en la zona alrededor de 70 kDa, en tanto que la 

menos activa migra a la zona de 60 kDa (figura 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Análisis de componentes. Gel SDS-PAGE teñido con Coomasie:                        

1) Marcador de peso molecular Low Range de Bio Rad., 2) concentrado 10KDa, 3) 

DEAE-Sepharose, 4) Sephadex G-200. Todos los carriles fueron cargados con 25 g de 

proteína    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Electroforesis en geles SDS-PAGE y nativos. A) Gel SDS-PAGE donde 

los carriles 1y 5 corresponden a el marcador de peso molecular preteñido Kaleidoscope 

de Bio Rad; 2 y 6 al extracto crudo, 3 y 7 a la fracción de lacasa obtenida en la columna 

Sephadex G-200, 4 y 8 a la fracción del pigmento. Las fracciones de los carriles 2, 3 y 4 

refieren muestras tratadas con mercaptoetanol y calor, mientras que las muestras de los 

carriles 6, 7 y 8 son muestras no tratadas. B) Gel Nativo. El carril 1 corresponde a los 

marcadores de PM, 2 al extracto crudo, 3 a la fracción de lacasa obtenida en la columna 

Sephadex G-200, 4 a la fracción del pigmento. Ambos geles fueron primeramente 

revelados con DMP y posteriormente teñidos con Coomasie, todos los carriles fueron 

cargados con 25 g de proteína.  
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Para descartar que las bandas de menor peso presentes bajo condiciones reductoras se 

traten de fragmentos de degradación, se estimuló la producción de anticuerpos en 

conejos contra la lacasa Lac 60K. Para esto se purificó la lacasa a partir de geles de 

SDS-PAGE, con muestras no tratadas ya que presentan un mejor patrón de separación 

(Figura 10). Esto mismo fue aprovechado para obtener las dos lacasas y enviarlas al 

Instituto de Biotecnología de la UNAM para obtener la secuencia del extremo amino 

terminal, necesaria para el análisis de secuencias y útil para saber si las actividades 

lacasa presentes en la fracción corresponderían a isoformas o glicoformas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Purificación por SDS-PAGE. Para la separación se utilizó la fracción 

obtenida del Sephadex G200. Los carriles fueron cargados con 25 g de proteína. La 

fracción Lac 60K es más activa que la Lac 70K, ya que es capaz de actuar sobre el 

colorante de Coomasie.  

 

 

 

 

 

En el análisis por Western Blot se observó que la fracción Lac 70K da reacción positiva 

con los anticuerpos Lac 60K, sugiriendo que se trata de una glicoforma. Lo anterior se 

confirmó al ser tratada la muestra con una glicosidasa, donde solo se detecta una sola 

banda de aproximadamente 61 kDa (figura 11). Las demás bandas presentes bajo 

condiciones reductoras podrían corresponder a formas inactivas de lacasa ya que no son 

reveladas con DMP pero si reaccionan con los anti-Lac 60K. Estas solo son separadas 

por electroforesis bajo condiciones nativas, lo que implicaría que forman agregados con 

las formas activas. 
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Figura 13. Análisis por Western Blot. El panel A corresponde al western blot de un gel 

SDS-PAGE con muestras tratadas con mercaptoetanol y calor: 1) Marcadores, 2) 

Concentrado, 3) DEAE-Sepharose, 4) Sephadex G-200, 5) Sephadex G-200 Tratada sin 

glicosidasa 6) Sephadex G-200 Deglicosilada. El panel B muestra a las mismas muestras 

no tratadas.   

 

 

 

8.4. Análisis de secuencias  

 

8.4.1. Secuencias de Lac60 y Lac70 

 

A partir de extractos crudos de T. maxima CU1 se purificaron dos lacasas, Lac60K y 

Lac70K, las cuales fueron secuenciadas en el Instituto de Biotecnología de la UNAM. 

Los péptidos obtenidos de estas proteínas por el análisis de LC-MS/MS fueron los 

mismos para ambas fracciones. Esto sugiere esto que se trata de la misma cadena 

proteica y que la discrepancia en la talla se debe a diferentes grados de glicosilación, por 

lo que las dos bandas de lacasa observadas corresponden a dos glicoformas presentes en 

el extracto y que migran como una sola fracción cromatográfica en las separaciones de 

intercambio iónico y filtración en gel.  
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Para ambas glicoproteínas se obtuvieron ocho fragmentos distintos que se muestran en la 

figura 12, mientras que los resultados completos de los péptidos de cada una de ellas se 

presentan en el anexo II.  

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Péptidos de las Glicoformas de Lacasa. Se presentan los diferentes 

fragmentos péptidos de cada una de las glicoformas obtenidas del análisis por LC-

MS/MS.  

 

 

 

 

 

8.4.2. Comparación de secuencias con Cerrena maxima 

 

Una vez analizados los fragmentos de la cadena peptídica de la lacasa de T. maxima 

CU1, se compararon los ocho fragmentes con la secuencia reportada para Cerrena 

(Trametes) maxima.  De 117 aminoácidos alineados, 8 de la lacasa nativa fueron 

diferentes a la secuencia reportada (alrededor del 7%).  Estos resultados se presentan en 

la figura 13, además se resaltan en la secuencia de C. maxima las regiones involucradas 

en la unión y estabilidad de los centros de cobre, aún cuando ninguno de los fragmentos 

obtenidos coincide con estas regiones. 

 

 

 

 

 

Lac 60K 

 

1) R.GPFVVYDPNDPHASR.Y 

2) R.SAGSTVYNYDNPIFR.D    

3) R.ANPNFGNVGFDGGINSAILR.Y 

4) R.YSFVLDANQAVDNYWIR.A 

5) R.YDVDNDDTVITLADWYHTAAK.L 

6) R.YSFTLNANQAVDNYWIR.A 

7) R.YD VDNDDTTITLADWYHTAAK.L 

8) GIGPVADLTITNAAVSPDGFSR.Q 

 

 

Lac 70K 

 

1) R.GPFVVYDPNDPHASR.Y 

2) R.SAGSTVYNYDNPIFR.D    

3) R.ANPNFGNVGFDGGINSAILR.Y 

4) R.YSFVLDANQAVDNYWIR.A 

5) R.YDVDNDDTVITLADWYHTAAK.L 

6) R.YSFTLNANQAVDNYWIR.A 

7) R.YDVDNDDTTITLADWYHTAAK.L 

8)  GIGPVADLTITNAAVSPDGFSR.Q 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15.  Comparación de secuencias entre cepas de T. maxima. La secuencia 

completa de C. maxima (Lyashenko et al., 2006) se presenta en la parte superior, 

mientras que los fragmentos de T. maxima CU1 se muestran en la parte inferior. En 

negro se resaltan los cambios en la secuencia de aminoácidos de T. maxima CU1 y en 

gris las regiones correspondientes a los sitios de unión a los centros de cobre presentes 

en C. maxima. 

 

 

 

 

8.4.3. Análisis de la secuencia animo terminal 

 

 Las proteínas muestran niveles altos de homología (100%)  en el extremo amino con 

lacasas de T. versicolor (Bertrand et al., 2002); y  fue 91% igual a la de T. trogii (Matera 

et al., 2007) y Cerrena maxima (Lyashenko et al., 2006) esto acorde con la cercanía 

filogenética de los grupos.  

 

En la tabla VI se presenta un comparativo entre los extremo amino terminal de T. 

maxima  CU1 y  algunas de las lacasas del género Trametes. Si bien se tratan de lacasas 

producidas por organismos de un mismo genero, las especies referidas en esta tabla, 

muestran variaciones entre las secuencias del extremo amino. Los aminoácidos más 

altamente conservados son la glicina, prolina y valina en la posición 3, 4 y 5, así como la 

1 gvgpvadnti tnaatspdgf srqavvvngv tpgplvagni gdrfqlnvid nltnhtmlkt  

  gi gpvad l ti tnaa vspd gf srq  

 

61 tsvhwhgf fq qgtnwadgpa finqcpispg hsflydfqvp nqagtf wyhs hls tqycdgl  

       

121 rgpfvvydpn dphasrydvd nddttitlad wyhtaaklgp afpngadstl ingkgrapsd  

    rgpfvvydpn dphasry dvd nddt vitlad wyhtaakl  

 

181 ssaqlsvvsv tkgkrxrfrl vslscdpnft fsidghnnti ietdsvn sqp lntdsiqifa  

 

241 aqrysftlna nqavdnywir anpnfgnvgf  ngginsailr  ydgapavept tnqststqpl  

      rysf v l da nqavdnywi r anpnfgnvgf  dgginsailr  y  

 

301 netnlhplvs tpvpgspaag gvdkainmaf nfngsnffin gasftppsvp vllqilsgaq  

 

361 taqdllpsgs vxtlpsnasi eisfpataaa pg aphpfhlh gh vfavvrsa gstvynysnp  

                                                       rsa gstvyny dnp  

  

421 ifrdvvstgt paagdnvtir fltnnpgp wf lhchidfhle  ggfavvqaed vpdvkatnpv  

    ifrd                      

 

481 pqawsdlcpt ydanapsdq  

 



  

lisina en la posición 8.  Por otro lado, estas secuencias pueden presentar cierta 

homología con lacasa de otros géneros debido a las regiones altamente conservadas de la 

lacasa (Thurston, 1994).  

 

 

Tabla VI. Comparación entre los extremos amino terminal entre lacasa de diferentes 

especies de Trametes. 

 

Microorganismo Secuencia N-terminal 

Trametes villosa lacasa I GIGPVADLTITNAAV  

Trametes villosa lacasa II AIGPVASLVVANAPV  

Trametes villosa lcc3 SIGPVTELDIVNKVI  

Trametes villosa lcc4 AIGPVTDLTISNGDV 

Trametes villosa lcc5 AIGPVTDLTISNADV 

Trametes versicolor lacasa I AIGPVASLVVANAPV  

Trametes versicolor lacasa II GIGPVADLTITNAAV  

Trametes versicolor laccIIIc GIGPVADLTITNAEV 

Trametes sp  Lcc1I AVG-EADLTITNAVV  

Trametes sp  Lacasa II SIGPVADMTISNAEV 

Trametes sp  Lacasa III AVGPVTDLTISNANV 

Trametes trogii AIGPVADLVISNGAV 

Trametes maxima GIGPVADLTITNAAV  

 

Los datos de la secuencia N-terminal de T. villosa, T. versicolor,  Trametes sp., y T. 

trogii fueron tomadas del trabajo de Mansur et al 2003. 

 

8.5. Estimación del peso molecular 

 

Como se mencionó anteriormente, las lacasas poseen tallas moleculares que oscilan 

entre los 45 y 110 kDa, sin embargo, estas diferencias en las tallas se han atribuido más 



  

al grado de glicosilación que a diferencias en las cadenas peptídicas ya que las 

secuencias de las lacasas son altamente conservadas (Thurston, 1994).   

 

En SDS-PAGE se revelan dos bandas de actividad lacasa cuyo peso molecular relativo 

se estimó en 71 y 62 kDa, las cuales al ser tratadas con una glicosidasa migran como una 

sola banda de 61kDa. Por LC-MS/MS el peso fue estimado en 56 kDa, mientras que en 

las columnas en filtración en gel se observaron variaciones en la talla dependiendo del 

tamaño del corte y del tipo de matriz (Tabla VII). Estas variaciones pueden deberse a 

interacciones que se ejercen entre los carbohidratos y el soporte. Por lo tanto el 

porcentaje de glicosilación de Lac 70K y Lac 60K es de  14 y 1.6  respectivamente.  

 

Para la estimación de la talla molecular por filtración en gel, se calibraron las columnas 

con los estándares de Sigma. En la figura 15 se muestra los datos de calibración de la 

columna Sephacryl S-200 HR, así como la estimación de la talla molecular relativa de la 

lacasa de T. maxima  CU1.  

 

 

 

 

 

 

Tabla VII. Peso molecular de la lacasa de T. maxima CU1.  

 

Método PM (kDa) 

LC-MS/MS  56 

SDS-PAGE 
71 

62 

SDS-PAGE (Deglicosilada) 61 

Biogel P-100 52 

Sephacryl S-200 HR 63 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 16.  Estimación de la talla molecular de la lacasa de T. maxima  CU1 en 

Sephacryl S-200. En el panel A se muestra la calibración de la columna con los 

volúmenes de exclusión de los estándares y sus respectivos logaritmos de los pesos 

moleculares, así como el volumen de exclusión de la muestra. En el B se muestra la 

separación de la muestra en la columna una vez calibrada.  
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8.6. Espectro de Absorción 

 

Las lacasas azules fúngicas típicas presentan un espectro característico, muestran un 

pico en la zona de 605 nm que indica la presencia del centro de cobre tipo I, el cual es 

ºresponsable del color azul (Kololojva-Skorobogat´ko et al., 1998; Coll et al., 1993). 

Otro pico es detectado en la zona de 330 nm, relacionado con el centro binuclear de 

cobre tipo III (Thurston, 1994). El coeficiente de extinción molar para el cobre tipo I de 

T. maxima CU1 a 605 nm fue de 5 547 M
-1

cm
-1

, un valor muy similar al reportado para 

la lacasa de Marasmius quercophilus, 5 200 M
-1

cm
-1

 (Dedeyan et al., 2000).  

 

Otro parámetro de referencia para la purificación de la lacasa en la relación de 

absorbancia 280/605, la cual mientras más cercana se encuentre a 20, mayor es la pureza 

de la preparación de lacasa (Kim et al., 2002). Para la preparación de glicoformas de T. 

maxima CU1, ésta relación fue 18. En la figura 14 se presenta el espectro de absorción 

de la lacasa de T. maxima CU1. La preparación de las glicoformas de lacasa exhibió las 

características antes descritas. La relación entre A280/605nm es 18, para otras lacasas se ha 

reportado un valor de 19 (Kim et al., 2002), el cual da idea de la pureza de la lacasa 

mientras más cercano sea a 20. Para la caracterización fina de los centros de cobre será 

necesario estudio de resonancia de electrones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Espectro de Absorción. El espectro se realizó a una concentración de 150 

M, considerando 61 kDa como su peso molecular.  

 

 

8.7. Determinación del punto isoeléctrico 

 

Para la determinación del pI se utilizó la técnica de cromatoenfoque, con un gradiente de 

pH de 7.0 a 3.0. El perfil obtenido muestra un solo pico de proteína con un pI de 4.4, lo 

que nuevamente confirma la presencia de dos glicoformas con igual cadena de 

aminoácidos y diferentes grados de glicosilación, las cuales solo pueden ser separadas 

por electroforesis (Figura 15). El valor del pI de la lacasa de T. maxima CU1 se 

encuentra en el rango ácido de pH al igual que el de lacasa de otras lacasas azules 

(Eggert et al., 1996; Kololojva-Skorobogat´ko et al., 1998).  
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Figura 18. Cromatoenfoque. En el panel A se presenta el perfil obtenido del 

cromatoenfoque, donde el pI es estimado en 4.4. En el panel B se presenta en análisis 

SDS-PAGE de la fracción obtenida teñida con azul Coomasie, donde el carril 1 

corresponde al marcador de peso molecular, el 2 a la fracción tratada con 

mercaptoetanol y calor, y 3 a la muestra no tratada. Todos los carriles fueron cargados 

con 25 g de proteína.  

 

 

 

 

 

 

 

8.8. Caracterización de los parámetros operativos  

 

8.8.1. Efecto del pH 

 

El pH es uno de los parámetros importantes a considerar en la caracterización de una 

enzima, ya que éste influye en la actividad incrementándola o inhibiéndola. En el caso 

de las lacasas fúngicas, se ha observado que tiene pH óptimos ácidos sobre sustratos 

fenólicos (como el DMP), y pH cerca del rango neutro para sustratos no fenólicos (como 

la siringaldazina) (Baldrian, 2005).  
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Se determinó el pH óptimo para los sustratos comunes de lacasas como son el DMP, 

ABTS y siringaldazina, además de calcularlo para el par MBTH y DMAH que es un 

sustrato especifico de MnP (Jordaan & Leukes 2003) y que es atacado por la lacasa de T. 

maxima CU1.  

 

En el caso del DMP, tuvo un pH óptimo de 3.0, mostrando el típico trazo de campana; 

sobre el ABTS también fue de 3.0. Para la siringaldazina se registro su óptima actividad 

a pH 4.5 como se ha reportado para otras especies de Trametes (Baldrian 2004).  El 

complejo En la figura 16 se presenta estos resultados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Determinación del pH óptimo. Los cursos temporales se llevaron a cabo en 

amortiguador de fosfato-citrato 100:50 mM, las mediciones con DMP se realizaron a 

468 nm, para el ABTS 405 nm, para la siringaldazina 425 nm y para el par 

MBTH+DMAH 590 nm. Las determinaciones se realizaron por triplicado y con una 

desviación estándar menor al 5%.  
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Con respecto a la estabilidad de la actividad a diversos pH, la lacasa de T. maxima CU1 

fue muy estable a pH 6.0 conservando el 100% de su actividad por 24 h.  A pH 7.0 

conservó el 98% de la actividad por 4 h. A pH 3, 4, 5 y 8 retiene entre el 85 y 75% de la 

actividad al ser incubada por 4 h (Figura 17). Este comportamiento se ha  reportado para 

las lacasas azules fúngicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Estabilidad a pH. La incubación se realizó en amortiguador fosfato-citrato 

100:50mM en el rango de pH de 2.0-8.0, mientras que la determinación se hizo en 

acetato de sodio 200mM, pH 3.5 sobre DMP. Los ensayos se realizaron por triplicado y 

con una desviación estándar menor a 5%.  

 

 

 

8.8.2. Efecto de la temperatura  

 

Al igual que el pH, la temperatura es un factor importante sobre la actividad enzimática, 

si bien puede ser favorable para el incremento de la misma o para su inactivación. Las 

lacasas fúngicas han sido reportadas como enzimas termoestables, ya que presentan 

temperaturas óptimas alrededor de 50ºC,  y  conservar su actividad por más tres horas.  
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La lacasa de T. maxima CU1, mostró su máxima actividad a 50ºC a pH 3.0 y 4.5; a 70ºC 

es activa en un 85%. Con respecto a la estabilidad conservó el 82% de la actividad a 

50ºC por 5 horas, mientras que a 60ºC sólo retienen el 10% de su actividad en ese 

periodo de tiempo. La vida media a 50ºC se estimó en 52.5 horas, en tanto que a 60ºC es 

de 4.8 h (Figura 18). 

 

 

Figura 21. Efecto de la temperatura. A) Temperatura óptima de la lacasa de                     

T. maxima CU1. Las incubaciones se realizaron en amortiguador fosfato-citrato 100:50 

mM con DMP como sustrato, por triplicado y con una desviación estándar menor al 5%. 

B) Estabilidad a 50 y 60ºC. Los ensayos se llevaron a cabo en amortiguador fosfato-

citrato 100:50 mM, pH 3.0, sobre DMP, por triplicado con una desviación estándar 

menor al 5%.  

 

 

8.9. Caracterización de las propiedades catalíticas 

 

8.9.1 Constantes catalíticas 

 

Se determinaron los valores de Km y Kcat sobre dos sustratos típicos de lacasas, 

siringaldazina y dimetoxifenol, en acetato de sodio 200 mM, pH 3.0 (Tabla VIII). Los 

valores de Km de T. maxima CU1 para siringaldazina (20 M) y DMP (74 M) se 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

15 25 35 45 55 65

Temperatura (ºC)

A
c
t.
 R

e
la

ti
v
a

 (
%

)

pH 3.0

pH 4.5

 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

0 1 2 3 4 5 6

Tiempo (h)

L
o

g
 A

c
ti
v
id

a
d
 (

%
)

50 ºC

60 ºC

 
 



  

encontraron en la zona baja del rango reportado para otras lacasas de diversos 

basidiomicetos (3400-4.5 M  para la siringaldazina y 14.72-0.015 mM para el DMP) 

(Baldrian, 2005). En el anexo II se presenta el análisis cinético para el DMP.  

 

Con respecto al Kcat, el rango reportado para las lacasas fúngicas va desde 15 hasta 360 

000 s
-1

 para estos sustratos. Los valores para T. maxima CU1 sobre la siringaldazina y 

DMP, fueron de 31 y 55 s
-1

 respectivamente, se ubican también en la zona baja del 

mencionado rango. En general, se han reportado variaciones importantes en los valores 

de estas constantes catalíticas, incluso para lacasas obtenidas de en diferentes cepas de 

una misma especie (Tinoco et al., 2001). 

 

 

 

Tabla VIII. Constantes cinéticas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.9.2. Inhibidores 

 

Se evaluó el efecto de algunos inhibidores reportados sobre la actividad de preparación 

de lacasa de T. maxima CU1 (Tabla IX).  La azida y el fluoruro de sodio, junto con el 

SDS fueron los que mostraron mayor actividad inhibitoria sobre la lacasa a bajas 

concentraciones (0.1, 1 y 5 mM respectivamente). Alrededor del 50% de la actividad es 

inhibida a 1 y 5 del ácido tioglicólico y el cloruro de sodio.  El DMSO no mostró efecto 

inhibitorio considerable, ya que solo afecta el 14% de la actividad a una concentración 

de 50 mM.  Resultados similares se ha reportado para lacasas de algunas especies de 

Trametes (Xiao et al., 2003) 

Sustrato 
Km 

( M) 

Vmax 

(M
-1

*min
-1

) 
K cat 

(s) 
K cat/Km 

Siringaldazina 20 1.5 x10
-5
 55 2.7x10

6
 

Dimetoxifenol 74 8.5 x10
-6
 31 4.4x10

5
 



  

 

Tabla IX. Efecto de Inhibidores.  

 

 

NaN3
*
 NaF

*
 

[mM] Inhibición (%) [mM] Inhibición (%) 

0 0 0 0 

0.1 99 0.1 78 

0.5 100 0.5 95 

1 100 1 97 

  5 100 

  

NaCl
*
 ATG

*
 

[mM] Inhibición (%) [mM] Inhibición (%) 

0 0 0 0 

0.1 17 0.1 33 

0.5 23 0.5 42 

1 24 1 45 

5 51 5 68 

10 67 10 80 

25 81 25 100 

50 89   

  

SDS
*
 DMSO

*
 

[mM] Inhibición (%) [mM] Inhibición (%) 

0 0 0 0 

0.1 1 0.1 4 

0.5 8 0.5 4 

1 23 1 5 

5 100 5 6 

  10 8 

  25 10 

  50 14 

 
 

* 
Los ensayos fueron realizados en acetato de sodio 200 mM, pH 3.0, utilizando DMP 

como sustrato. Las determinaciones se llevaron a cabo por triplicado, con una desviación 

estándar menor al 5%. 

 

 

 

 



  

8.10. Decoloración in vitro 

 

8.10.1 Colorantes textiles 

 

Una vez caracterizadas las propiedades de la lacasa de T. maxima CU1, se procedió a su 

aplicación en la degradación de colorantes textiles in vitro. Previamente se analizó el 

potencial de decoloración sobre 500 ppm de los colorantes de la cepa en medio sólido y 

líquido de Bran flakes® y Dhouib modificado. La mejor condición para la decoloración 

en fase sólida fue en medio BF, ya que se decoloraron eficientemente siete de los nueve 

colorantes probados (Anexo IV).  En medio líquido, ocho de los nueve colorantes fueron 

decolorados en más del 80% en medio BF, a las 24 horas de ser agregados al medio a 

una concentración final de 50 ppm (Anexo V). En los cultivos líquidos, solo se detectó 

la actividad lacasa, a la cual se le ha atribuido la capacidad de actuar sobre colorantes 

sintéticos y otros xenobióticos (Higson, 1991). Por tal razón se llevó a cabo la 

purificación y caracterización de la lacasa de T. maxima CU1 para su aplicación directa 

sobre los colorantes textiles de alta demanda en nuestra región.  

 

Para ello se prepararon mezclas de reacción con 50 ppm de cada uno de los colorantes 

en amortiguador fosfato-citrato 100:50 mM, a pH 3.0 y 5.0, incubándose a 50ºC. 

También se llevó a cabo en agua bidestilada (pH 7.0), a temperatura ambiente. En el 

caso particular de esta lacasa, tiene un pH óptimo de 3.0, estable por 24 h a pH 5.0 y su 

temperatura óptima es de 50ºC sobre DMP. Por lo que se buscaron las condiciones 

óptimas para la decoloración de la mayor cantidad de colorantes textiles. Sin embargo, 

dependiendo del grupo y de la solubilidad se favoreció la decoloración a un determinado 

pH y temperatura. Mientras que a pH 5.0 y 50 ºC se decoloran más del 50% del DR60, 

RB5 y AB210. A pH 3.0 y 50ºC se decoloró el DB45 y DO29, mientras que a pH 7.0 y 

25ºC solo se decoloró eficientemente (más del 95%) el RB19 (Tabla X).  En el caso 

particular del DB22 ninguna de estas condiciones fue adecuada para su decoloración.  

 

Las diferencias entre los porcentajes de decoloración de los cultivos completos y la 

enzima purificada, se pueden deber a que el hongo a nivel de cultivo puede producir 



  

enzimas que sean complementarias a la actividad lacasa (Levin et al., 2002), y/o 

metabolitos mediadores (Eggert et al., 1996), que le permitan degradar más 

eficientemente el colorante.  

 

 

Tablas X. Decoloración de colorantes industriales.  

 

Colorante 
Decoloración  (%) 

pH 3.0
*
 pH 5.0

*
 pH 7.0

&
 

Azul Ácido 25 (ARN25) 75 5 0 

Rojo Disperso 60 48 69 26 

Negro Ácido 194 80 95 87 

Negro Ácido 210 0 70 56 

Azul Reactivo 19 72 81 96 

Azul Disperso 79 45 15 12 

Naranja Disperso 29 89 6 6 

Negro Directo 22 0 0 5 

Negro Reactivo 5 70 82 40 

 
* La incubación se llevo a cabo en amortiguador fosfato-citrato 100:50 mM a 50ºC, con 50 ppm de 

cada uno de los colorantes.  

& La incubación se llevo a cabo en agua bidestilada a temperatura ambiente, con 50 ppm 

tomadas de cada uno de los colorantes.  

 

 

8.10.1 Mezcla de colorantes textiles 

 

En la decoloración enzimática del efluente simulado, a diferencia de los resultados de 

los colorantes individuales, se observó una decoloración alrededor del 60% a pH 5.0 

incubando a 50ºC, y a pH 7.0 a temperatura ambiente (Figura 19). Esto se puede deber a 

que algunos de los colorantes susceptibles a la acción de lacasa pueden actuar como 

mediadores que oxiden a los colorantes que son más resistentes a la acción enzimática.  

 

Con respecto al efecto del pH, además de afectar positiva o negativamente sobre la 

actividad enzimática, también modifica el espectro de absorción de la mezcla de colores 



  

(Figura 20), sugiriendo que además de afectar la conformación de la proteína también 

afectaría la estructura de alguno de los colorantes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22.  Decoloración enzimática de la mezcla de colorantes textiles. Los 

resultados que se muestran corresponden a  24 h de incubación con 10 U de lacasa. Las 

incubaciones a pH 3.0 y 5.0 se realizaron en Fosfato-citrato 150 mM a 50ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Espectro de Absorción la mezcla de colorantes textiles.  Las mezclas de 

reacción contenían 10 U.I. de lacasa, 50 ppm de cada colorante. A) Incubación a pH 3.0 

y 50º; B) incubación a pH 5.0 a 50ºC.  

 

0

10

20

30

40

50

60

70

D
e
c
o

lo
ra

c
ió

n
 (

%
)

pH 3.0* pH 5.0* pH7.0&

 

 

0

0.3

0.6

0.9

1.2

1.5

200 400 600 800

Longitud de onda

A
b

s

0 h 

3 h

24 h

0

0.3

0.6

0.9

1.2

1.5

200 400 600 800

Longitud de onda

A
b

s

0 h 

3 h

24 h

 



  

9. Discusión 

 

9.1. Producción 

 

La cepa CU1 de T. maxima es un basidiomiceto nativo de Nuevo León, que previamente 

mostró la capacidad de degradar colorantes sintéticos asociada con la producción de 

lacasa en medio Bran Flakes (Hernández-Luna et al., 2008). Estas condiciones de 

cultivo no son las óptimas para llevar a cabo la purificación de la lacasa, ya que en este 

medio produce una gran cantidad de pigmentos y carbohidratos que interfieren con los 

métodos de purificación. Por ello, los estudios de purificación de lacasa utilizan 

comúnmente medios a base de sales. Sin embargo, este tipo de medios requieren la 

presencia de inductores para estimular la producción de lacasa, como son el etanol, el 

ion cobre, la siringaldazina, el DMSO y los ácidos húmicos (Chefetz et al., 1998; 

Heinzkill et al., 1998; Koroljova et al., 1999; Xiao et al., 2003). Por tal razón, es 

necesario seleccionar y estandarizar las condiciones de crecimiento y producción de 

lacasa para cada organismo.  

 

En el presente trabajo se usó una modificación del medio utilizado por Zouari-Mechichi 

et al. (2006). En dicho trabajo utilizan el sulfato de cobre (0.35mM) y el etanol (3% v/v) 

como inductores de la actividad lacasa en una cepa nativa de Trametes trogii, titulando 

20 U/ml al día 9 de crecimiento. Bajo estas mismas condiciones, T. maxima CU1 

produjo 6 U/ml al día 12. Este valor representa un incremento de 6 veces la producción 

con respecto a las unidades detectadas en medio Bran Flakes® y además se redujo 

considerablemente la presencia de pigmento en los concentrados de los sobrenadantes.  

 

 

9.2. Purificación 

 

Gran parte de los trabajos previos en los que se ha llevado a cabo la purificación de la 

lacasa, utilizan dos o tres pasos de cromatografía: intercambio iónico con una matriz 

DEAE principalmente para la remoción de pigmentos presentes en la muestra, seguido 



  

de una  filtración en gel y algunas veces, otro paso de intercambio iónico con una matriz 

Q para la resolución de isoformas presentes. Comúnmente este número de pasos son 

reportados como suficientes para la obtención de lacasas puras a homogeneidad 

(Froehner & Eriksson, 1974; Geiger et al., 1986; Yaver et al., 1996; Saparrat et al., 

2002; Galhaup et al., 2003; Lu et al., 2006).  

 

En el caso de los extractos crudos de T. maxima CU1, fueron sometidos a diferentes 

protocolos de purificación, con uno o dos pasos cromatográficos sin que se obtuviera 

una preparación pura como es reportado. Aún más, en todos los casos se observó el 

mismo patrón de bandas en geles de SDS-PAGE, dos bandas principales que migran 

alrededor de los 60 y 70 kDa, así como bandas menores en la zona de 100, 35 y 25 kDa. 

 

Una posibilidad para la presencia de estas bandas menores, es la heterogeneidad de la 

lacasa debida a su localización extracelular (Perry et al., 1993). En este medio se 

encuentran actividades proteolíticas y glicosídicas (Word, 1985), las cuales pueden 

modificar la proteína a nivel de la cadena proteica o de los carbohidratos (Perry et al., 

1993). 

 

Para eliminar la posibilidad de que estas bandas menores se tratasen de proteínas 

distintas o fragmentos de degradación de la lacasa, se levantaron anticuerpos contra la 

lacasa Lac 60K, sin embargo estos reaccionaron con todas las bandas presentes en el gel 

SDS-PAGE y nativos, sugiriendo que éstas (en el caso de la cercana a los 100 kDa) 

corresponde a algún precursor de la enzima y las menores se deben a artefactos en la 

separación del SDS-PAGE, ya que en las muestras no tratadas y en los geles nativos no 

se aprecian (Fig. 11). 

 

Finalmente, una vez establecido el protocolo de purificación, este fue aplicado a 

extractos crudos de Trametes hirsuta CS5, Pycnoporus sanguineus CS43 y Coriolopsis 

gallica. En el caso de las cepas CS5 y CS43, se logró la purificación de dos isoformas de 

lacasa ya que mostraron diferencias en cargas y tallas moleculares, mientras que en C. 

gallica solo se obtuvo una. Sin embargo, en el análisis de componentes nuevamente se 



  

presenta el mismo patrón que en T. maxima CU1: componentes menores en las zonas de 

100 kDa, tanto en condiciones nativas como reductoras, y en la zona de 30 a 20 kDa 

bajo condiciones reductoras. Esto nos permite pensar que es un patrón típico en las 

purificaciones de lacasa que no ha sido descrito antes, por lo que se requiere profundizar 

en este sentido en futuros estudios.   

 

 

9.3Analisis de secuencia 

 

Gracias a los resultados obtenidos de la secuenciación parcial de las isoformas 

principales de lacasa, así como de los resultados obtenidos en el Western Blot, el análisis 

del grado de glicosilación y el cromatoenfoque, nos permitieron concluir que las 

isoformas principales corresponden a glicoformas de la misma cadena peptídica, las 

cuales solo son separadas por electroforesis. De manera similar, las isoformas de lacasa 

de C. subvermispora, son definitivamente separadas mediante isoelectroenfoque 

preparativo (Fukcoshima et al., 1995) 

 

 

9.4. Caracterización Bioquímica 

 

En lo referente a las propiedades de las glicoformas de T. maxima CU1, mostraron tallas 

moleculares, porcentajes de glicosilaciones, pI, espectro de absorción, pH y 

temperaturas óptimos, así como termotolerancia a 50ºC que concuerdan con lo reportado 

para otras lacasas de este género (Yaver et al., 1996; Koroljova-Skorobogat´ko et al., 

1998; Galhaup et al., 2002; Xiao et al., 2003; Ham et al., 2005). De igual manera, su 

secuencia amino terminal fue idéntica a la de T. versicolor (Bertrand et al., 2002) y 91% 

a la de T. trogii (Matera et al., 2007) y Cerrena maxima (Lyashenko et al., 2006).  

 

Por otra parte, sus características catalíticas (Km y Kcat) para el DMP y la siringaldazina 

fueron similares a las de otras lacasas (Eggert et al., 1996; Chefetz et al., 1998; Saparrat 

et al., 2002), aún cuando hay una gran arbitrariedad en cuanto a los coeficientes de 



  

extinción molar, amortiguadores, longitudes de onda y unidades de expresión sobretodo 

para el ABTS y DMP (Heinskill et al., 1998; Palmieri et al., 2000; Mansur et al., 2003; 

Abadulla et al 2000; Saparrat et al., 2002). Al igual que otras lacasas azules, fue 

fuertemente inhibida por la azida de sodio y el fluoruro de sodio (Périé et al., 1998).  

 

Además de actuar sobre el rango clásico de sustratos de lacasas, ABTS, siringaldazina, 

guayacol y dimetoxifenol, fue capaz de actuar sobre sustratos reportados para 

peroxidasas como son el amino antipirina y el diclorofenol (Glenn & Gold, 1985) y el 

par MBTH + DMAB (Jordaan & Leukes, 2003). Lo cual sugiere que las glicoformas de 

T. maxima CU1 son de un alto potencial Redox. Esto concuerda con lo reportado por 

Morozova et al., 2007. 

 

 

9.5. Actividad sobre colorantes textiles 

 

T. maxima CU1 fue aislada en los jardines de la Universidad Autónoma de Nuevo León, 

que mostró poseer un potencial ligninolítico y una habilidad de degradar colorantes 

sintéticos comparable al de Phanerochaete chrysosporium ATCC24725, asociado a la 

producción de lacasa (Hernández-Luna et al., 2008). A nivel de medio sólido y cultivo 

líquido mostró la capacidad de degradar eficientemente cinco y ocho colorantes textiles 

de nueve probados. Sin embargo, al evaluar el actividad de la enzima pura estos mismos 

colorantes, observamos que los porcentajes de decoloración variaron dependiendo del 

pH y de la temperatura de incubación, así como del tipo de colorante. De manera 

general, el colorante de tipo tetraquizaso (negro directo 22) fue el más recalcitrante, ya 

que bajo ninguna condición fue decolorado, caso contrario el de tipo antraquinónico, 

azul reactivo 19 que en cualquiera de las condiciones fue el más susceptible a la 

actividad de la lacasa. Por otro lado, no se observó una relación directa entre el tipo de 

colorante o el uso y la acción de la enzima.  

 

Con este contexto se han realizado diversos estudios, el más claro ejemplo es el de 

Zouari-Mechichi y colaboradores (2006) donde además de evaluar la degradación de 



  

colorantes textiles en medio sólido y con extractos crudos de un aislado de T. trogii, 

purifican y caracterizan su lacasa, y analizan su capacidad decolorante. En lo referente a 

la decoloración enzimática, a las 24 horas de incubación solo decoloran eficientemente 

(u más del 90%), dos de los seis colorantes probados; por lo que hacen uso de un 

mediador para incrementar los valores de decoloración a las 24 horas.  

 

Este ejemplo nos sirve para validar el concepto de utilizar nuestro aislado como una 

alternativa en los procesos de biorremediación de este tipo de compuestos. Si bien, se 

requiere controlar las condiciones de temperatura o pH según el colorante (Tabla X), en 

la mezcla de estos nueve colorantes, la preparación enzimática fue más eficiente que con 

cada uno por separado. Esto puede atribuirse a que la lacasa puede generar radicales que 

actúen como mediadores (Thurston, 1994), en este caso un colorante susceptible (como 

lo sería el azul reactivo 19) al ser oxidado por  la lacasa, actuaría sobre otro de los 

colorantes presentes en la mezcla. Sin embargo, este mecanismo requiere ser estudiado 

en posteriores estudios.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

10. Conclusión 

 

 La lacasa es la principal enzima extracelular producida por Trametes  maxima 

CU1. 

  

 Las dos formas principales de lacasas corresponden a glicoformas. 

 

 Las glicoformas de lacasa solo son separadas por electroforesis.  

 

  La preparación de lacasas muestran parámetros operativos típicos de las lacasas 

de basidiomicetos. 

 

 La capacidad de degradar colorantes textiles y su mezcla in vitro, bajo diferentes 

condiciones de temperatura o pH, sustenta la aplicación de Trametes maxima 

(sus cultivos o sus lacasas) en procesos de biorremediación de estos compuestos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

10. FUTURAS INVESTIGACIONES 
 

 

La Lacasa es una de las enzimas que a nivel industrial resulta muy interesante, ya que 

puede se aplicada a diversos procesos. Muchos estudios de biorremediación se han 

enfocado en su capacidad de decoloración de efluentes impactados con colorantes 

sintéticos. Por lo que, es recomendable identificar la secuencia de los productos de 

oxidación de los colorantes textiles y monitoriar al mismo tiempo la disminución de la 

toxicidad.  

 

Además, la realización de ensayos de decoloración con efluentes reales a mayor escala, 

con cultivos completos y con la enzima inmovilizada, es imperativa. Asimismo, detectar 

posibles mezclas de colorantes en las que al oxidarse uno o más de los componentes 

tenga un efecto sinérgico decolorante.  

 

Por otro lado, y para un mejor conociemiento de nuestro sistema, es necesario identificar 

el gen o los genes involucrados en la síntesis de Lacasa de T. maxima CU1 y como se 

modifica su expresión en presencia de metales pesados como plomo, cromo y cadmio, 

así como de colorantes sintéticos presentes en las descargas de agua.  
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ANEXOS 
 

Anexo I. Datos de secuenciación de las glicoformas de   T. maxima CU1 

 

Resultados de Lac 60K 

gi|183178983    Mass: 56155    Score: 306    Queries matched: 15   emPAI: 0.34 

 

 

Query   Observed   Mr(expt)   Mr(calc)    Delta  Miss  Score  Expect  Rank   Peptide 

60   1670.0000   1668.9927   1669.7849   -0.7922  0   (9)  2.7e+03  8    R.GPFVVYDPNDPHASR.Y 

61   836.0039   1669.9933   1669.7849   0.2084  0   55   0.078  1    R.GPFVVYDPNDPHASR.Y 

62   836.0039   1669.9933   1669.7849   0.2084  0   (51)  0.17  1    R.GPFVVYDPNDPHASR.Y 

63   836.0039   1669.9933   1669.7849   0.2084  0   (51)  0.19  1    R.GPFVVYDPNDPHASR.Y 

64   836.0039   1669.9933   1669.7849   0.2084  0   (50)  0.23  1    R.GPFVVYDPNDPHASR.Y 

65   1703.0000   1701.9927   1702.7951   -0.8024  0   (15)  7.2e+02  1    R.SAGSTVYNYDNPIFR.D 

66   852.0039   1701.9933   1702.7951   -0.8018  0   (43)  1.2  1    R.SAGSTVYNYDNPIFR.D 

67   852.0039   1701.9933   1702.7951   -0.8018  0   (37)  4.6  1    R.SAGSTVYNYDNPIFR.D 

68   852.6039   1703.1933   1702.7951   0.3982  0   73   0.00093  1    R.SAGSTVYNYDNPIFR.D 

69   853.0039   1703.9933   1702.7951   1.1982  0   (70)  0.0024  1    R.SAGSTVYNYDNPIFR.D 

70   853.0039   1703.9933   1702.7951   1.1982  0   (56)  0.063  1    R.SAGSTVYNYDNPIFR.D 

95   1017.0039   2031.9933   2032.0126   -0.0194  0   34   9.3  1    R.ANPNFGNVGFDGGINSAILR.Y 

104   1038.0039   2073.9933   2072.9956   0.9977  0   80   0.00019  1    R.YSFVLDANQAVDNYWIR.A 

123   1214.0039   2425.9933   2425.1074   0.8859  0   (65)  0.0045  1    R.YDVDNDDTVITLADWYHTAAK.L 

124   1214.0039   2425.9933   2425.1074   0.8859  0   67   0.003  1    R.YDVDNDDTVITLADWYHTAAK.L 

 

Resultados de Lac 70K 

gi|183178983    Mass: 56155    Score: 306    Queries matched: 15   emPAI: 0.34 

 
Query   Observed   Mr(expt)   Mr(calc)    Delta  Miss  Score  Expect  Rank   Peptide GPFVVYDPNDPHASR 

59   1670.0000   1668.9927   1669.7849   -0.7922  0   (9)  2.7e+03  8    R.GPFVVYDPNDPHASR.Y 

60   836.0039   1669.9933   1669.7849   0.2084  0   55   0.078  1    R.GPFVVYDPNDPHASR.Y 

61   836.0039   1669.9933   1669.7849   0.2084  0   (51)  0.17  1    R.GPFVVYDPNDPHASR.Y 

62   836.0039   1669.9933   1669.7849   0.2084  0   (51)  0.19  1    R.GPFVVYDPNDPHASR.Y 

63   836.0039   1669.9933   1669.7849   0.2084  0   (50)  0.23  1    R.GPFVVYDPNDPHASR.Y 

64   1703.0000   1701.9927   1702.7951   -0.8024  0   (15)  7.2e+02  1    R.SAGSTVYNYDNPIFR.D 

65   852.0039   1701.9933   1702.7951   -0.8018  0   (43)  1.2  1    R.SAGSTVYNYDNPIFR.D 

66   852.0039   1701.9933   1702.7951   -0.8018  0   (37)  4.6  1    R.SAGSTVYNYDNPIFR.D 

67   852.6039   1703.1933   1702.7951   0.3982  0   73   0.00093  1    R.SAGSTVYNYDNPIFR.D 

68   853.0039   1703.9933   1702.7951   1.1982  0   (70)  0.0024  1    R.SAGSTVYNYDNPIFR.D 

69   853.0039   1703.9933   1702.7951   1.1982  0   (56)  0.063  1    R.SAGSTVYNYDNPIFR.D 

92   1017.0039   2031.9933   2032.0126   -0.0194  0   34   9.3  1    R.ANPNFGNVGFDGGINSAILR.Y 

101   1038.0039   2073.9933   2072.9956   0.9977  0   80   0.00019  1    R.YSFVLDANQAVDNYWIR.A 

118   1214.0039   2425.9933   2425.1074   0.8859  0   (65)  0.0045  1    R.YDVDNDDTVITLADWYHTAAK.L 

119   1214.0039   2425.9933   2425.1074   0.8859  0   67   0.003  1    R.YDVDNDDTVITLADWYHTAAK.L 



  

Anexo II. Análisis cinético de la lacasa de T. maxima CU1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el panel A se presenta el análisis por Michaelis-Menten y en el panel B se muestra el 

análisis por Lineweaver-Burk  para el cálculo de Km y Kcat para el DMP en acetato de 

sodio 200 mM, ajustado a pH 3.0.  
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Anexo III. Decoloración en medio sólido 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Escala de decoloración y su aplicación a los diferentes colorantes. Panel A: Diferentes 

grados de decoloración (puntuación) para el Negro Ácido 194. Panel B: Algunos 

ejemplos de la aplicación de la escala para diferentes colorantes. Controles (antes), 

resultados de decoloración (después).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados de decoloración de  Trametes maxima CU1 en medios sólidos.  
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Anexo IV. Decoloración en medio líquido 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Decoloración en medio líquido por CU1. A) Cultivo con RB19 al tiempo 0 de adición de 

50 ppm del color, B) cultivo a una hora de incubación en medio BF, y C) cultivo a  una 

hora en medio KM 

 

 

 

 

 

 

 

Colorante BF KM 

DR60 99 76 

RB5 96 94 

AB194 94 92 

DB79 89 41 

DO29 83 54 

RB19 82 65 

DB22 82 21 

AB210 80 57 

AB25 40 1 

 

Los resultados se expresan en porcentajes, a tiempo de  incubación de 24 horas. 
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