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La ciencia es como la vida misma. 
Experimentamos sin saber que sucederá. 
Suponemos y razonamos posibilidades, 
a veces acertamos y otras tantas erramos. 
Avanzamos o nos detenemos. 
Es parte del proceso de crecer. 
Hoy quisiera que el tiempo se detuviera. 
Nada puedo hacer ... 
¡Amo la ciencia, amo vivir! 
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RESUMEN 

En los últimos años, los grupos de investigación dedicados a la Biotecnología ambiental han 

aplicado las propiedades de diversas enzimas como una alternativa para contrarrestar Jos 

problemas de contaminación. Un ejemplo son las lacasas, las cuales son sistemas eficientes 

para la remoción de colorantes sintéticos y ácidos húmicos, así como para la degradación de 

algunos herbicidas y alquenos, entre otros compuestos. 

En este trabajo presentamos la purificación y caracterización bioquímica de Ja Jacasa de 

M. mediterranea. Dentro de los resultados obtenidos, respecto a las constantes cinéticas, la 

enzima tuvo una baja eficiencia catalítica para la mayoría de sustratos que son típicos de lacasas 

de hongos, mientras que oxidó sustratos como L-dopa que no son oxidados por ninguna lacasa 

fungal. Además, la enzima caracterizada presenta propiedades interesantes pues es activa a pH 

mayor de 6 y tolera elevadas concentraciones de sal, a diferencia de las lacasas fungales que no 

muestran actividad a pH básico y que son inhibidas por haluros. 

Aunado a estas propiedades, cabe mencionar que la temperatura óptima de la enzima 

fue de 75 ºC y que mostró ser termotolerante, ya que a 70ºC su tiempo de vida media estimado 

fue de 27 minutos. Todas estas propiedades, junto con su elevado potencial redox (0.9 V) la 

convierten en una enzima potencialmente importante en biotecnología ambiental. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Las !acusas (bencediol: oxígeno-oxidoreductasas, E.C. 1.10.3.2) son enzimas que 

oxidan varios sustratos orgánicos, principalmente fenoles, aunque también llegan a oxidar 

sustratos no fenólicos como los hidrocarburos aromáticos policíclicos en presencia de 

mediadores. Se ha demostrado que son sistemas eficientes para la remoción de colorantes 

sintéticos y ácidos húmicos, así como para la degradación de algunos herbicidas y alquenos, 

entre otros compuestos 175). 

Las lacasas utilizadas para estos fines provienen de hongos, no obstante presentan 

ciertas desventajas, pues oxidan pocos sustratos dada su restringida especificidad además de que 

requieren mediadores potencialmente tóxicos. Es por ello que, con el objetivo de encontrar una 

opción que rebase estas limitaciones, proponemos utilizar la polifenoloxidasa de M. 

111editerra11ea, que se distingue de las demás lacasas porque tiene la capacidad de oxidar una 

mayor variedad de sustratos orgánicos, característicos tanto de monofenoloxidasa como de 

difcnoloxidasa flOOJ. 

1.1. ;,LACASAS O POLIFENOLOXIDASAS? 

Dentro de las polifenoloxidasas se agrupan tres subgrupos enzimáticos: lacasas, 

tirosinasas y catccolasas. En el caso de las lacasas, .se incluye a aquellas enzimas que oxidan 

sustratos como o-difenoles, p-difenoles, monofenoles metoxi-sustituídos, aminofenoles, 

polifenoles, poliaminas, lignina, algunos iones inorgánicos y arildiaminas, pero que no oxidan 

sustratos específicos de otras polifenoloxidasas como tirosina 11 111. Las catecolasas catalizan la 

oxidación de o-difenoles sustituidos dando lugar a la formación de las quinonas 

correspondientes. se diferencian de las lacasas en que no oxidan p-difcnoles y son inhibidas por 

inhibidores especílicos distintos a los de las lacasas 1161. Las tirosinasas son enzimas que tienen 

uctividad de catecolasa y cresolasa. es decir que catalizan la hidroxilación de monofenoles a o­

difenoles, adem<ís de catalizar la oxidación de o-difenoles 1331 pero no oxidan compuestos p­

fcnólicos como las lacasas. 

Hasta la fecha solo se ha reportado la caracterización bioquímica de dos lacasas 

bacterianas: Bacil/us .rnbtilis 1741 y Strepto111yces griseus [28]. En el primer caso, aunque se 

demuestra que la enzima tiene un centro de cobre tipo 1, el reporte resulta incompleto puesto 

;··-r:•-::'.'i:; CON .. .. .i._. 
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que solo se presentan las constantes cinéticas para dos sustratos que son siringaldazina y ABTS, 

no se reporta si la enzima actúa con otros sustratos comunes a las !acusas fungales o a los· de 

otras polifenoloxidasas ni qué tipo de inhibidores son específicos para esta [74]. En cuanto al 

reporte de S. griseus, aunque la enzima muestra un espectro de absorción alrededor de los 600 

nm, lo que es indicativo de la presencia de un centro de cobre tipo 1, no fue capaz de oxidar 

sustratos como 2,6-DMP, 2,3-DMP, guayaco!, p-hidroquinona, catecol, o-fenilendiamina, 

creso!, ácido gálico o siringaldazina, los cuales son sustratos comunes a todas las lacasas; 

aunado a esto, la enzima utiliza L-dopa que es un sustrato típico de catecolasas y que no es 

utilizado por lacasas ]281. 

Con base en la información anterior sugerimos que es factible el hecho de que las lacasas 

bacterianas pertenezcan a un grupo diferente de polifenoloxidasas. Si bien, el criterio 

bioquímico ha servicio como herrnmienta para clasificar estas enzimas como lacasas, también 

resultaría muy útil el estudio de las relaciones filogenéticas que guardan entre ellas, con las 

lacasas bacterianas y con otras polifcnoloxidasas o enzimas multicobre. 

1.2 1Hari110111011as mediterrcmea 

Mari110111011as 111editerrc111ea es una bacteria que contiene tocias las actividades relacionadas 

con las polifenoloxidasas: creso lasa (EC l. 18.14. l ), catecolasa (EC l. 10.3. 1) y lacas a (EC 

1.10.3.2) [ 1071. característica que la convierte en una bacteria interesante a estudiar. Las 

enzimas que presentan estas actividades son dos y fueron identificadas como PPO 1 y PP02. Se 

reportó que PPO 1 es una enzima con actividad de cresolasa, catecolasa y lacasa; mientras que la 

PP02 tiene actividad de cutecol oxidasa y tirosina hidroxilasa pero no de !acusa 11001. Ambas 

enzimas fueron separadas. aunque en el reporte no se muestra evidencia fehaciente acerca de la 

purificación. No obstante. dentro ele las características reportadas para cada enzima. se 

confirmó que PP02 es activada en presencia de SDS y no tiene coloración azul. las cuales son 

propiedades distintivas de las tirosinasas; mientras que la PPO 1 fue capaz ele degradar tirosina y 

dopa que son sustratos de tirosinasas, pero además presentó mayor actividad con sustratos como 

siringaldazina y 2,6-DMP típicos de las lacasas fungales, lo cual indica que la enzima presenta 

una doble actividad de lacasa y tirosinasa [ 100 J. Dadas las características de PPO 1 en este 

trabajo enfocaremos nuestra atención al estudio de esta enzima. 

T:SIS CON 
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En cuanto a las características morfológicas y fisiológicas de la bacteria melanogénica 

Mari110111011as 111editerra11ea (cepa MMB-1) podemos mencionar que es una bacteria gram 

negativa, móvil, con un solo llagelo polar y descubierto; crece a 25ºC y presenta pigmentación 

1107] .. Las características más importantes de esta bacteria se resumen en la tabla l. e 

La cepa MMB-1, que fue aislada del mar mediterráneo, sintetiza un pigmento oscuro que 

aparece durante la fase estacionaria, después de dos días de incubación en medio complejo (agur 

marino o caldo 2216). El único precursor de melanina que induce su producción al agregarlo al 

medio es L-tirosina. En cuanto a la actividad oxidasa, en un reporte preliminar se sugirió que 

extractos de la cepa MMB-1 presenta actividades de lacasa y de tirosinasa 1107]. 

Con base en su morfología y demás características descritas, la cepa MMB-1 fue 

inicialmente clasificada dentro del género Altero111011as, según el Manual de Bacteriología 

Sistematica de Bergey. No obstante, aunque esta cepa comparte características con otras 

especies del género, también tiene propiedades únicas, diferentes a las del resto del grupo, razón 

por la que fue reclasificada dentro del género Mari110111011as [ 108]. 

Tabla 1. Caructcrísticas morfológicas de In bacteria Mari110111011a.1· 111editerrc111ea (cepa MMB- l )f 107 ]. 

Carnctcrística 

Morfología 

Movilidad 

Flagelo 

Crecimiento 

Crecimiento anaerobio 

Reducción de NOJ· a NO~ 

Pigmentación 

Enzimas 

Bacilar 

+ 

polar 

25 ºC 

requiere Na+ 

+ 

+ 

Mari110111011a.1· mediterranea (MMB-1) 

lipasa, gelatinasa 

Utilización de O-glucosa, D-manosa, D-sorbitol, citrato, malato, succinato, 

glicerol, 13-hidroxibutirato, m-hidroxibenzoato 

% G+C (Promedio± Desv. Std.) 46.3±0.9 

TESIS CON 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 BIOTECNOLOGÍA AMBIENTAL 

La contaminación ocasionada por Ja acumulación de herbicidas, pesticidas, solventes y otros 

productos industriales es un problema con gran impacto ecológico y económico. Durante las 

últimas dos décadas se ha explorado Ja posibilidad de utilizar sistemas biológicos para prevenir y 

disminuir los niveles de contaminación . En este ámbito, Ja biotecnología ambiental ha tenido un 

papel importante en el desarrollo de nuevas tecnologías que utilizan sistemas enzimáticos para 

transformar contaminantes en sustuncias no tóxicas, Ja evaluación del estado de los ecosistemas, Ja 

generación de compuestos biodegradables a partir de recursos renovables y el desarrollo de 

procesos de manufactura y manejo de desechos ambientalmente seguros. 

Las enzimas son catalizadores biológicos altamente eficientes con varias ventajas sobre los 

catalizadores no biológicos. Por ejemplo, son biodegradables y no son tóxicas, trabajan bien en 

condiciones fisiológicas y son altamente específicas. Además, pueden manipularse sus propiedades 

catalíticas mediante el diseño de proteínas para aumentar su estabilidad a temperatura o en solventes 

no acuosos; también puede incrementarse su actividad o manipularse ambas propiedades según el 

proceso lo requiera. Todo esto las convierte en herramientas potencialmente aprovechables en 

cualquier área biotecnológica. 

Diversas enzimas utilizan como sustratos naturales contaminantes como fenoles, pesticidas, 

residuos de cianuro, metales pesados, residuos generados por la industria alimentaria entre otros, las 

cuales dependiendo de su especificidad, disminuyen o eliminan totalmente su toxicidad. De todos 

estos, Jos fenoles y otros compuestos aromáticos, constituyen una de las clases más tóxicos de 

contaminantes, ya que est¡ín presentes en aguas residuales de varias industrias que incluyen la del 

petróleo, resinas y pliísticos, manufactura de metales, colorantes y otros químicos, textil, de la pulpa 

del papel y la minera 1591. 

Entre los grupos enzimáticos más importantes que han sido utilizados para Ja degradación de 

fenoles y otros compuestos relacionados, podemos mencionar las peroxidasas y las 

polifenoloxidasas. Las peroxidasas son oxidoreductasas que catalizan una gran variedad de 

reacciones en presencia de peróxidos. Estas enzimas son producidas por microorganismos y 

plantas. Entre las pcroxidasas más importantes podemos mencionar la peroxidasa de riíbano. la 

r-------
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lignino peroxidasa, la cloroperoxidasa, y la manganeso peroxidasa. Por otro lado, dentro del grupo 

de las polifenoloxidasas, las cuales son oxidoreductasas que catalizan la oxidación de compuestos 

fenólicos en presencia de oxígeno, se agrupan dos subclases: tirosinasas y lacasas. De estas 

subclases. las !acusas son uno de los grupos más promisorios, con aplicaciones en diversos procesos 

biotecnológicos incluyendo biotecnología ambiental. Estas son enzimas oxidasas dependientes de 

cobre que catalizan la oxidación de compuestos aromáticos, específicamente fenoles y anilinas [391. 

2.2 LACASAS Y SUS APLICACIONES IHOTECNOLOGICAS 

Las (acusas (bencendiol:oxígeno-oxidoreductasas, EC. 1.10.3.2) fungales y de plantas, al 

igual que otras enzimas oxidasas dependientes de cobre, han sido ampliamente estudiadas y dada su 

versatilidad para oxidar una amplia gama de sustratos, se han utilizado en diversas aplicaciones 

biotecnoldgicas. Estas incluyen la biotecnología ambiental, las industrias textil y del papel, la 

produccidn y el tratamiento de bebidas, la industria farmacéutica y recientemente, la fabricación de 

microclectrodos 1751. 

2.2.1 Degradación de residuos contamimmtes. 

Se han empleado lacasas fungales para la degradación de contaminantes del tipo ele los 

clorofenoles, carbazoles, alquenos, tluorenos, fenoles, colorantes, herbicidas, entre otros. Se ha 

reportado que las lacasas ele Coriolus versicolor y Panus tigrinus degradan triclorofenoles ciando 

lugar a la formación de las quinonas correspondientes [67, 68]. Otra lacasa purificada de Trametes 

hirsuta ha siclo aplicuda puru la remoción de alquenos, los cuales fueron convertidos a una cetona o 

aldehido en presencia de mediadores [831. 

En cuunto a los colorantes. se ha reportado que la lacasa de Flavodon j1avus decolora 

colorantes sintéticos que incluyen el verde brillante, el rojo congo. el violeta cristal y el azul 

brillante ramazol R 1971. Otras lacasas purificadas de Trametes versicolor decoloran colorantes 

poliméricos del tipo del poli R-478; adem¡ís se han usado para decolorar ácidos húmicos derivados 

de lignita 1291. También fue reportado que algunos cultivos de Pycnopom.1· sanguineus producen 

lacasas que se utilizan para la decoloracidn de coloruntes azo y trifenilmetano 1881. 
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Respecto a la degradación de herbicidas, se ha reportado que las !acusas de Plumeroclwete 

chrysosporium y T. versicolor se utilizan para la degradación de dicetonitrilo, el cual es un derivado 

del herbicida isoxafutol. La reacción ocurre en presencia de un mediador redox [811. 

Por otra parte, se ha reportado que para fines de biorremediación y tratamiento de aguas 

residuales, el uso de enzimas inmovilizadas proporciona ciertas ventajas sobre las enzimas libres, 

esto es, es más fácil su recuperación y son menos susceptibles a agentes desnaturalizantes y 

toxicológicos 1241. Diversas lucasas han sido inmovilizadas sobre varios soportes, de los cuales los 

polímeros catiónicos son los que han resultado mejores ugentes entrecruzantes. En cuanto a lu parte 

unalítica, lus !acusas inmovilizadas también han sido utilizadas en el desarrollo de biosensores para 

monitorear una amplia gama de compuestos (Tabla 2) 1241. 

Tabla 2. Lucasas inmovilizadas 1241 

Origen de la enzimu Soporte Propiedades 

A.1pergil/11.1· sp. Silica gel, vidrio.membrana nylon-66 Incremento en la actividad 

/Jotrytis cinerea Silica gel, DEAE-cclulosa. alumina-G 5-28% de actividad 

Cerrena mdxima Matrices sólidas 

Coriolopsis gallicll Esferas de vidrio 

Corio/11.1· hir.1·11111s Matrices sólidas 

Coriolus 1•ersicolor Copolímeros 

Fomesfonewrius Vidrio poroso (activado) 

Trame/es vcrsicolor Esferas de vidrio poroso 

Le111i1111/C1 edode.1· Quitosano (activado) 

Neurospora cras.1·a Sepharosa 48 (activada) 

1''1/ebia radiata Esferas de vidrio activadas 

Ple11rot11s ostreallls Eupergit C 

Pleurotus eryngii Gel de alginatos 

2.2.2 Industria 

95% de actividad, estabilidad a temperatura 

85% de actividad, estabilidad a temperatura 

Estabilidad a temperatura 

89% de actividad 

Estabilidad a pH 

90% de actividad, estabilidad a temperatura 

Estabilidad a pH y temperatura 

Estabilidad a pH 

96% de actividad 

Estabilidad a pH y temperatura 

63% de actividad 

Son varias las áreas industriales en donde se han utilizado las lacasas para optimizar y 

mejorar la producción de sus productos, estas incluyen la industria del papel. farmacéutica y de 

bebidas. 
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La industria del papel libera anualmente una gran cantidad de lignina que es utilizada 

parcialmente para diversas aplicaciones. Una de las limitaciones para una transformación biológica 

completa de este material es su muy baja solubilidad en agua, por lo que no puede ser transformada 

eficientemente por enzimas. No obstante, el uso de !acusas y otras polifenoloxidasas como lignino 

y manganeso peroxidasas, ha permitido vencer esta limitante f39J, ya que utilizan como sustrato 

común la lignocelulosa, facilitando su solubilización para procesos subsecuentes 170]. 

En cuanto al tratamiento de bebidas, diferentes compuestos fcnólicos están usualmente 

presentes en estas causando su deterioro, decoloración, cambios en el sabor y demás propiedades 

115]. Para resolver este problema se han utlizado lacasas que degradan compuestos fenólicos, 

permitiendo con esto la obtención de productos de mejor calidad. Respecto a la producción de 

etanol, se sabe que ciertos compuestos fenólicos interfieren con la síntesis de etunol inhibiendo el 

metabolismo de los microorganismos empleados para tales fines. Para resolver este problema, la 

lacasa de Trametes 1•ersicolor ha sido expresada en Saccharomyces cerevisiae con la finalidad de 

incrementar la resistencia del microorganismo a inhibidores f'enólicos presentes en los hidrolizados 

de lignocelulosa utilizados 166]. 

Por último, en la industria farmacéutica, se han usado !acusas para fabricar sensores 

enzimáticos que ayuden a la identificación de diferentes fármacos presentes en una misma mezcla. 

Un ejempo es el sensor enzimiltico basado en !acusas usado para distinguir morfina de codeína 

175]. 

2.2.3 Inmunoscnsorcs, microclcctrodos y celdas biocncrgéticas 

La habilidad de las lacasas para catalizar la electroreducción de oxígeno en ausencia de 

mediadores es usada para la fabricación de inmunosensores potenciométricos [381. Un ejemplo, es 

el sensor de fase gas-oxígeno basado en la !acusa de Rlws \'emicifera con ascorbato como sustrato 

reductor, que es utilizado para medir niveles de oxígeno en productos empacados con bajas 

concentraciones del mismo 1361. También se han desarrollado inmunoensayos altamente sensibles 

basados en el uso de lacasas, los cuales han permitido realizar amílisis de insulina [8]. 

Por otra parte, las celdas energéticas trabajan convirtiendo la energía química en eléctrica. 

Las reacciones se efectúan dentro de una cámara que tiene dos electrodos separados por un 

electrolito que mantiene los reactantes químicos separados. Los títomos de hidrógeno son 
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introducidos a la cámara en el electrodo con carga negativa (ánodo) donde es catalizada la pérdida 

de electrones; los electrones son impulsados a un circuito eléctrico donde realizarán un frabajo; 

mientras que los protones son dirigidos a través del electrolito -típicamente una red plástica que 

bloquea los electrones libres para que pasen al otro lado- al electrodo cargado positivamente 

(cátodo), donde se combinan con los electrones (que recirculan en el circuito) y con moléculas de 

oxígeno del aire para formar agua. 

Las celdas bioenergéticas funcionan de la misma manera, pero la diferencia radica en que 

usan catalizadores enzimáticos para generar un potencial eléctrico. Un ejemplo es la biocelda 

construida con dos enzimas: glucosa oxidasa y lacasa. Estas enzimas son colocadas en dos 

electrodos, la glucosa oxidasa en el ánodo y la !acusa en el cátodo, por un lado la glucosa oxidasa, al 

oxidar su sustrato, libera un protón (H+) y un electrón, mientras que los electrones se utilizan para 

realizar un trabajo; los protones son transferidos al cátodo, donde la lacasa, al recibir los electrones 

que han recirculado en la celda, los utiliza para catalizar la reducción de oxígeno a agua. En el caso 

de los microelectrodos, estos funcionan con el mismo principio de las bioceldas. pero la diferencia 

es que no se utilizan electrodos sino microfibras a las cuales se acoplan las enzimas oxido­

reductoras 171 J. 

2.3 ENZIMAS OXIDASAS DEPENDIENTES DE COBRE 

Las oxidasas dependientes de cobre catalizan la oxidación de una gran variedad de sustratos, 

que incluyen desde Fe~• solvatado hasta péptidos, acoplada a la reducción de oxígeno a peróxido o a 

agua. Hay dos subgrupos de oxidasas dependientes de cobre, uno que incluye a aquellas enzimas 

con sitios de cobre mononucleares y el otro que agrupa a las enzimas oxidasas multicobre 1761. 

2.3.1 Enzimns oxidnsas mononuclcarcs 

Las enzimas con sitios de cobre mononuclenres o enzimas azules, no funcionan como 

oxidasas propiamente, más bien son proteínas que transfieren electrones. Algunos ejemplos son 

tirosinasa. amino oxidasa. galactosa oxidasa y algunas monooxigenasas (peptidilglicina a­

hidroxilasa monooxigenasa y dopamina-[3-monooxigcnasa) 176]. En seguida se describirán algunas 

generalidades de la tirosinasa. como representante de este grupo. 

TtzSIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

16 



2.3. l.1 Tirosinasa 

Al igual que las lacasas, las tirosinasas pertenecen a la familia de las polifenoloxidasas. Son 

monooxigenasas que catalizan la orto-hidroxilación de monofenoles con la reducción de oxígeno 

molecular a agua (actividad de cresolasa o monofenol L-dopa:oxigeno oxidoreductasa. EC 

1.14.18. I ), así como la oxidación de catecoles a orto-quinonas (actividad de catecolasa o 1.2-

bcncenodiol oxígeno: oxidoreductasa. EC 1.10.3. I) (Figura 1) 1211. Los principales sustratos de las 

tirosinasas son L-tirosina, p-aminofenol y su producto de condensación con glutamato es y-

glutaminil-4-hidroxibenceno [31-331. 

Estas enzimas contienen un centro de cobre mononuclear T3, en el que los dos cobres (Cu" 

y Cu 11) están ligados cada uno por dos o tres residuos de histidina. Dependiendo de la valencia de 

los cobres. la enzima puede presentar dos estados catalíticos: met y oxi. En la forma oxi, los iones 

de cobre monovalentes interactúan con una molécula de oxígeno generando peróxido. La forma 

mct contiene cobres bivalentes y cataliza la deshidrogenación de difcnolcs. Durante la reacción los 

iones de cobre son reducidos al estado monovalente generando una dcoxi-tirosinasa. La forma 

dcoxi se une fácilmente a una molécula de oxígeno. hasta transformarse en la forma oxi. El ciclo 

completo de oxidación de monofenolcs incluye su transformación a quinonas. Las quinonas son 

compuestos lábiles que después pueden someterse a transformaciones químicas 143]. 

Hasta la fecha se conocen alrededor de veinte secuencias de tirosinasas que pertenecen a 

diversos grupos de organismos. que incluyen plantas. hongos. bacterias, insectos y mamíferos. En 

plantas. su función se asocia con la protección en contra de insectos y otros microorganismos 

mediante la síntesis de melanina. En insectos, están involucrndas en la esclerotización del 

exoesqueleto y en la protección contra otros organismos encapsulándolos en melanina. En 

mamíferos, es responsable de la pigmentación de la piel. Por otro lado, en la mayoría de frutas y 

vegetales. participa en el proceso de obscurecimiento de la fruta después del corte o algún otro daño 

celular 11121. 

En general, se han identificado tres dominios conservados en la secuencias de todas las 

tirosinasas. de los cuales el central contiene los ligandos para la unión de cobre llamados CuA y 

CuB. los cuales forman el sitio de interacción de la tirosinasa con el oxígeno molecular y los 

sustratos 11121. Una de las características más distintivas de las tirosinasas es que existen como 

enzimas latentes que tienen que ser activadas. Algunos activadores probados in vitro agrupan 
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detergentes aniónicos como SDS, ambientes ácidos y lípidos. La activación parece deberse a 

cambios conformacionales de la enzima. solubilización o a la remoción de un inhibidor 1561. 

Tirosinu 11202 Dopa l /202 . 

co~~··. coo·lo~..,_ DopaqumonaH• coa· 
J• 1 NH3• NH • 

H ,.,~,,.,...... 11 ¿:::. o,,,.,.. # 
3 

···¡:, 

~ ~~~w 
........................ º~, 

/ \ 0~ . NH_ 

/ \ 1 Dopiiquinona 

l.. ...... ~ 
ºX)~ HXR::--...., : 

Melanina --'- . ~I~ - ~ 1---J. .. ¡ 
o '~~oo· H '~~oo·¡ 

Dopucmmo Leucodopacromo ! 
t. ---------- ----- ---- ----- -- -- --------- --- ---_j 

rigura 1. Actividad crcsolasn (orto-hidroxilución) y catccolasa (oxidación) de las tirosinusus. 

2.3.2 Enzimas oxidasas multicobrc 

El grupo de las oxidasas multicobrc incluye enzimas como lacasa. ascorbato oxidasa, 

ceruloplasmina. fenoxazinona sintasa, bilirrubina .oxidasa, dihidrogeodina oxidasa, sulocrina 

oxidasa y FET3. Todas contienen al menos un cobre azul o sitio TI y un cluster trinuclcar T2/T3 

11091. A continuación se describirán brevemente algunas propiedades de las enzimas más 

representativas de este grupo. enfocándonos finalmente al grupo de las lacasas, las cuales son el 

tema de interés en este trabajo. 

2.3.2.1 Ascorbato oxidasa 

La ascorbato oxidasa (L-ascorbato:dioxígeno oxidoreductasa, EC 1.10.3.3) cataliza la 

oxidación de ascorbato a dehidroascorbato. Es un homodímero que contiene en cada subunidad un 

cobre TI y un cluster trinuclear T2(f3. Se encuentra ampliamente distribuida en plantas y también 

ha sido aislada lle eubacterias y hongos. Algunas ascorbato oxidasas caracterizauas han sido 
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aisladas de la calabacita (C11c11rbita pepo medullosa) [73] y el pepino (Cucumbis .rntivus) 11 ]; 

también se han aislado de bacterias como Acremonium sp HI-25 151 ]. La actividad de ascorbato 

oxidasa se correlaciona con la velocidad de crecimiento de plantas vía la elongación celular 11091. 

2.3.2.2 Ccruloplasmina 

La ceruloplasmina (Ferrooxidasa, fierro(!!): dioxígeno oxidoreductasa. EC 1. 16.3. 1) es la 

oxidasa multicobre más compleja. a pesar de ser monomérica. Ha sido postulado por Ryden y 

Bjürk que la ceruloplasmina humana contiene seis cobres por molécula, aunque esto no es válido 

para todas las ceruloplasminas caracterizadas 198). Se encuentra distribuida en todos los 

vertebrados y ha sido aislada de aves. reptiles y mamíferos. incluyendo el hombre. La 

ceruloplasmina humana tiene dos formas que solo difieren en el grado de glicosilación. Oxida 

sustratos como fierro H. diaminas aromáticas y otros aromáticos activados. Su función principal in 

1•ivo es transportar cobre, participando en el metabolismo del hierro al facilitar su captura vía 

transferrina r 491. 

2.3.2.3 Otras oxidasas multicobrc 

En este grupo se incluyen enzimas que han sido aisladas y caracterizadas como oxidasas 

multicobre pero que son poco abundantes en la naturaleza. Los ejemplos miís representativos son la 

bilirrubina oxidasa (bilirrubina:dioxígeno oxidoreductasa. EC 1.3.3.5), sulocrina oxidasa 

(Sulocrina: 0 2 oxidoreductasa. EC 2.10.3.8) y FET3. La bilirrubina oxidasa ha sido aislada de 

varias especies de hongos del género Myrothecium. de las cuales la más estudiada es la de 

Myrotheci11111 vermcaria 1441. la cual tiene dos cobres por molécula. un peso de 64 kDa y oxida 

tetrapirroles del tipo de la bilirrubina. En cuanto a la sulocrina oxidasa. ha sido aislada de hongos 

como Pe11icilli11111 ji·eq11e11ta11s 1521 y Oosporn .1·11/p/111rea 1841. Esta enzima es homodimérica con 

peso molecular de 128 a 157 kDa y está involucrada en la síntesis de grisanos. adenuís de catalizar 

la formación de (+)-geodina y de oxidar sustratos que incluyen difenoles. arildiaminas y ascorbato. 

Finalmente. FET3 es una proteína de membrana extracelular aislada de Sacc/wromyces cervisiae 

1471. cuya función se asocia al transporte de fierro. 
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2.4 LACASAS 

2.4.l Origen, distribuci<ín y función en la naturaleza. 

Las lacasas son enzimas multicobre que se agrupan dentro de la familia de las 

polifenoloxidasas. Fueron descritas por primera vez por Yoshida en 1883, quien demostró la 

existencia de estas en el árbol de laca (Rhus vernicifera) l 123]. Pero fue hasta 1985 cuando 

Bertrand las caracterizó como enzimas oxidusas que contienen metal [7]. 

Se hu detectado actividad de lucusa en todos los grupos de organismos, excepto en 

animales, donde la proteína relacionada es la ceruloplusminu 149]. En general se distinguen dos 

grandes grupos de lucusus que han sido estudiados y caracterizados u detalle: de plantas y de 

hongos. 

Las lucusas de plantas son proteínas monoméricus extracelulures y la mayoría están 

glicosiludas (de 22 u 45% de glicosilación) salvo algunas excepciones (Tabla 3) [90 l. La lucasa de 

plantas más estudiada y cutacterizada ha sido la de R/111s vernic(fera (árbol de laca) [911. La 

actividad de lacasa se ha encontrado en otros miembros de la familia Anacardiaceae (a esta familia 

pertenece el árbol de laca), en los duetos de resina y en la resina secretada 1541. También se hu 

detectado en la pared celular de Acer pse11dop/ata1111s 110] y Pop11/11s e11ra111ierica11a 190]. De Pi1111s 

taeda se han aislado ocho lacasas diferentes que se expresan preferencialmente en xilema [IOIJ. Se 

ha encontrado actividad de lacasa en las hojas y primordios foliares de Aesculus parvij7ora [41 ]. 

Populus euramiericcma tiene cinco lacasas que se han aislado del xilema de diferentes órganos [90]. 

Otras especies de plantas también parecen presentar uctividud de lucusu pero su caracterización es 

poco convincente, pues los ensayos de actividad se han realizado en extractos donde huy actividades 

de otras polifenoloxidasas. 

Por otra parte, se sabe que las lucasas de plantas utilizan preferentemente sustratos como 

alcohol cumarílico, conilerílico y sinapílico, los cuales son precursores pura la formación de ligninu 

l 90]. En cuanto a la función de estas enzimas. se piensa que participan en la síntesis de ligninu, 

mediante el acoplamiento oxiclutivo de monolignoles (precursores de lignina) u oligolignoles, 

durante procesos de regeneración por daños mecánicos 190]. 

En cuanto a las lucusus fungules, éstas constituyen el grupo mejor estudiado y caracterizado. 

Han sido aisladas de diversas especies de hongos, algunas de las cuales producen múltiples 
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isoformas. Todas son monómeros u homodímeros, con la excepción de la isozima 1 de Poclospora 

a11serina que es un homotetrámero 1791. También son glicoproteínas, pero están glicosiládas en 

menor proporción que las !acusas de plantas, teniendo de 1 O a 25% de glicosilación (Tabla 3) 111 11. 

Los sustratos más comunes para estas enzimas son fenoles como guaiacol, 2,6-dimetoxifenol y 

siringaldazina; difenoles simples como catecol e hidroquinona; y algunas diaminas como p­

fenilendiamina 11 1 11. 

Las lacasas fungales desempeñan diferentes funciones. Una de estas es participar en _la 

formación de pigmentos, lo cual ha sido confirmado experimentalmente mediante mutantes de 

Aspergi/111s nid11/ans deficientes en lacasa, las cuales no producen el pigmento natural de las esporas 

silvestres 1181. También se ha sugerido que las lacasas están involucradas en la producción de 

melanina 1551 y en la detoxif'icación de compuestos fenólicos tóxicos 1451. 

Otra función es participar en la degradación de lignina oxidando grupos fenólicos libres a 

radicales catiónicos ICnoxi 1481. Se ha demostrado que las lacasas también degradan compuestos de 

lignina no fcnólicos en presencia de mediadores 1141. En el caso de Pycnopor11s ci1111abari1111s, el 

hongo que produce varias enzimas que participan en la degradación de lignina, incluyendo la lacasa, 

sintetiza un metabolito llamado 3-hidroxiantranilato que actúa como mediador para la 

despolimerización de lignina 1271. 

Las !acusas fungales también han sido asociadas con funciones de crecimiento y desarrollo. 

En el basidiomiceto Pfeuroflls .florida, se han relacionado con el desarrollo de rizoformas 1191 y en 

Phfebia spp. con la diferenciación de micelio cenocítico a septado [ 1151. En algunos 

basidiomicetos saprotróficos, la expresión de genes de lacasa o la acumulación de éstas ocurre 

durante el crecimiento vegetativo, pero decae durante la formación del basidio fl 16]. En Agaric11s 

bispoms, oscilaciones en la actividad de lacasa se relaciona con ciclos de actividad ligninolítica, y 

con la producción del basidioma ] 12 ]. Por otro lado, se ha detectado actividad de lacasa durante la 

formación de cuerpos fructíferos en Aspergilf11s y Sorclaria spp y hay evidencia de que está regulada 

espacial y temporalmente durante la diferenciación de conidios y ascas 113, 50]. En Aspergif/11s 

11id11fa11s, diferentes isozimas de lacasa son expresadas durante las foses sexual y asexual; la lacasa 1 

se e.xpresa durante desarrollo asexual y es requerida para la 
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Tabla 3. Propiedades lisieoquímicas de lacasas de hongos y plantus. 

Grupo Subunidades Peso molecular o/o Referencia 
(KDa) carbohidratos 

Lacasas de Plantas 
R/111s 1•emic(f'era 110 45 [911 
Acer psem/op/arw111s 97 40-45 [10] 
Pi1111s taeda 90 22 

Lacasas de Hongos 
Polyporus versico/or I 60 14 [801 
Polyporus \'ersico/or 11 65 L801 
Ne11 ro.1p1 wa cras.1·a 65 11 [341 
P/e11rot11.1· ostre11111s I 56-59 1371 
Ple11r11111s ostrelllus 11 56-61 [371 
Rigidoporus lig110.rns I 54-59 L37l 
Rigidoporus lig1111.rns 11 55-60 1371 
Tra111etes trogii 53-60 [371 
Rhi:.octo11ia s11/1111i IV 2 66 JO 1113] 
Myce/iophr/11m1 ther111ophila 2 100-140 40 L5J 
SC'yta/idi11111 rher11111phi/11111 1 75-80 L6J 
Pl1/ehi11 radiata 1 64 12 [82] 
Podos¡wra a11seri11a I 4 390 22 [25J 
Podospora a11seri11a 11 1 70 25 [251 
Podospora w1seri11a fil 1 80 23 [251 
A!iarirn.1· bisporu.1· I 2 100 15 186, 117] 
Agaric11.1· bisporus 11 2 65 [86, 117] 
Aspergil/11s 11id11/1111s 1 110 12 [65] 
llotryti.1· ci11ere11 I 1 72 80 [721 
/lotryris ci11ere1111 1 72 [721 
SC'h i :.ophy/111111 co1111111111e 1 62-64 [201 
C1n1111111yc·1111p11n1s e<1ccine11s 70 1851 
Le111i1111s edodes 66 1621 
An11il/11ri11 mel/ea I 59 1941 
/11o11ocil/i11111 i11dic11111 100 [1101 
Corio/us hirswus 80 11 ll051 
Cori<1/isi11111s .fitll'IJC'i11erea 54 32 11061 
Corio/us :.om1111s 62 10 [106] 
Cerre1111 111axi11111 57 13 Llü61 
Phelli1111s ribis 2 140 28 1781 

formación de pigmentos L3], mientras la lacasa lI es expresada durante el desarrollo cleistotecial y 

probablemente esté involucrada en la agregación de hifas o en la conversión de pigmentos [ 102]. 

Por último. las lacasas también han sido implicadas en el entrecruzamiento químico de hifas vía 

polimerización oxidativa de metabolitos secundarios y proteínas 142]. 
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Las lacasas fungales también participan en procesos de patogenicidad. Un ejemplo es 

Cryptococcus 11e~j(m11ans, el cual es un patógeno humano que utiliza Jacasas para oxidar sustratos 

aromáticos a productos que polimerizan formando melanina, misma que se une a proteínas 

microbicidas y que funciona como mecanismo protector contra la respuesta inmune oxidativa del 

hospedero 123, 1141. Además, ha sido demostrado que la lacasa de C. 11eoformans también lo 

protege del ataque mediado por radicales hidroxi efectuado por macrófagos vía oxidación del hierro 

fagosomal a FcJ+ y la reducción del radical hidroxi formado [69]. Las lacasas de varios hongos 

patógenos de plantas como Botrytis cinerea [4J, Cryplwnectria parasitica 195], Ophiostoma 110110-

11/mi 191 y Gae11111a11110111yce.1· gramini.\· [26] han sido implicadas en la patogenicidad, pero el papel 

de las lacasas en las interacciones planta-patógeno no ha sido comprendido del todo. 

Por otra parte, son pocos los grupos bacterianos en los que se han detectado Ja actividad de 

lacasa, entre los cuales se encuentran Marinomonas mediterranea [ 100 ], Azospiri/111111 lipoferum 

1401. Bacillus sphaericus 117]. Plwr111idi11111 valderia1111m 1104]. Bacil/us .rnbtilis [531 y 

Streptomyces griseus 128]. Se ha relacionado la lacasa de Azospiril/11111 con la función de 

pigmentación celular, en la utilización de compuestos fenólicos 1301, y en el transporte de 

electrones 121; mientras que la lacasa de Bacil/us sphaericus tiene como función participar en la 

formación de pigmentos que protegen las esporas contra estrés causado por radiación UV o por 

peróxido de hidrógeno [741. El tema de las lacasas bacterianas será tratado a detalle posteriormente. 

2.4.2 Actividad enzimática 

Las lacasas catalizan la oxidación de diferentes compuestos orgánicos acoplada a la 

reducción de oxígeno molecular a agua sin formación de peróxido de hidrógeno [ 122] (Figura 2). 

La oxidación del sustrato es una reacción de un electrón, con la consecuente generación de un 

radical libre. Como ejemplo, está la oxidación del 1,2,4,5-tetrametoxibenceno que da lugar a la 

formaci6n de un radical cati6nico que puede sufrir una segunda oxidación catalizada por la enzima. 

puede ser sustrato de reacciones no enzimáticas como hidratación o polimerizar formando un 

producto del tipo de la melanina 1611. 

Las (acusas pueden oxidar una amplia gama de compuestos, incluyendo o-difenoles, p­

difenoles. monofenoles metoxi-sustitufdos, aminofcnoles, polifcnoles, poliaminas, lignina. algunos 

iones inorgánicos y arildiaminas [ 11 1 J. En general. difenoles como hidroquinona. catecol, guaiacol 

y 2,6-dimetoxifenol son sustratos oxidados por la mayoría de las lacasas fungales 11061; además 
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pueden oxidar compuestos no fenólicos del tipo de los hidrocarburos polieiclicos aromáticos 

(HPAs) en presencia de mediadores como 2,2'azino-bis-(3-etilbenzotiuzolina-6-ácido sulfónico) 

(ABTS) y 1-hidroxibenzo-triazol (HBT) [58J. No obstarite, las lucasas no oxidan sustratos típicos de 

otras polifenoloxidasas como la tirosinu [ 111 ]. 

En la tabla 4 se en listan las constantes catalíticas obtenidas .con !acusas de diferentes 

hongos, dónde se observa que la especificidad de cada una varía dependiendo de la fuente, es decir, 

no todas oxidan los mismos sustratos. En general, los sustratos que son oxidados con mayor 

eficiencia por todas las enzimas son ABTS, dimetoxifenol y siringaldazina, mientras que los 

sustratos que son oxidados con menor eficiencia incluyen ácido sinapinico, ácido ferulico, guaiacol, 

dimetoxihidroxiacetofenona, catecol y p-fenilendiamina. 

OH 

Q 
1120: H20 

. \ l. 
'A 

OH 
p-difcnol 

'Q,---Q:Q, 
OH OH O 

Figura 2. Oxidación de p-fcnol ucopladu u la reducción de oxígcno.molcculur a ugua. 

2.4.3 Estructura del sitio catalítico 

El sitio catalítico de las lacasas está formado por cuatro átomos de cobre, los cuales se distribuyen 

en tres sitios redox: T 1. T2 y T3 1391 (Figura 3 ). Estos sitios están formados por átomos de cobre 

que difieren en su espectro. El sitio TI está formado por un átomo de cobre tipo 1, que está 

disponible a la acci6n de solventes. incluyendo el agua, tiene una banda de absorción a 600 nm y 

emite señal en el espectro de resonancia paramagnética (EPR). Además, la presencia de este sitio 

confiere a la enzima una coloración azul característica. El füomo <le cobre tipo 2 que forma el sitio 

T2 no emite señal óptica en el espectro <le luz visible, pero es activo en el EPR. Los dos cobres tipo 

3, que forman el sitio T3 son silenciosos en el EPR puesto que están acoplados 

antiJ'erromagnéticamente, pero emiten señal a 330 nm. Los sitios T2-T3 forman el llamado grupo 

tri nuclear, donde ocurre la reducción del oxígeno molecular a agua [ 109]. 
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Tabla 4. Constuntes catalíticas de lacasas fungulcs con varios sustratos fcnólicos y no fcnólicos. 

Sustratos Fuente de lacasa Km Kcat Kcat/Km Referencia 
ütM) (sº') 

ABTS Trametes trogii 1.5 4.6 X 105 3.06 X 105 1371 
Ple11rot11s ostrea111.1· I 39 6.7 X JO" 1.71 X 105 1371 
Rigidoporu.~ lignosus I 23 1.02 X 10º 4.43 X 104 1371 
Rigidoporus lig11os11s JI 30 J.12 X 105 3.73 X 104 1371 
Phel/i1111s rihi.1· 207 480 X 104 2.31 X I04 1781 
Ple11rot11s ostrea/11.1· 11 470 4.3 X 10'' 9.1 X 101 1371 
Coriol11s hirs11111s 56.7 260 4.59 [ 1051 

Dimetoxifenol P/e11rot11.1· ostreatus I 7.6 4.14X JO" 5.44 X 105 1371 
Phel/i1111s ribis 38 7.8 X 10º 2.05 X 105 [781 
Trame/es trogii 1.9 1.83 X 105 9.63 X J04 [37] 
Ple11rot11s ostrea/l/s 11 380 8.8 X 10" 2.3J X 104 1371 
Rigidoporus lig110.rns 11 550 1.70 X 105 3.09 X 102 137] 
Rigidoporus lig11os11s I 340 1.04 X J05 3.04 X 102 [371 
Coriolus hir.rnt11.1· 53 126 2.38 [J051 

Acido ferúlico Cerrena 111axi111a 34 285 8.4 l J06l 
Coriolus hirs11111.1· 16.8 83.7 4.98 [1051 
Coriolus :.011at11s 25 100 4 [J061 
e oriol isi11111s .fit /1•oc i 11erea 50 J JO 2.2 [1061 

Guaiacol e oriol isi11111s .lit froci ne rea 70 95 1.4 IJ061 
Cerre11a maxima 255 210 0.93 l 106] 
Coriolus :.011a111.1· 90 70 0.77 l 1061 
Corio/11s hir.rnws 10.9 2.24 0.21 l 105] 

Acido sinapínico Cerrena maxima J3 360 27.7 [J06] 
Coriolus :.011at11s JO 160 16 [1061 
Coriol11s hirs11t11s 11.2 127 11.3 [J05] 
C oriol isi11111s .fit lwici ne rea 21 J50 7.1 Ll06] 

Siringaldazina Phelli1111.1· ribis 11 4.32 X 10" 3.92 X 105 [781 
Coriol11s '1irs11111.1· J42.7 107 0.75 [1051 

p-fenilendiamina Corio/11.1· llir.1'11111.1' 50.I 0.46 O.OJ [1051 
Catecol Coriol11s hir.rnt11s 39.9 7.49 O.J9 [J051 
Dimetoxihidroxi- Coriolus llir.\'lltll.I' 60.5 45 0.74 IJ051 
Acetofcnona 

Con base en la comparación de estructuras primarias de diferentes oxidasas dependientes de 

cobre. se han definido los aminoácidos que coordinan los cobres del sitio activo. En todas las 

lacasas, los sitios de unión a cobre están altamente conservados, en general el cobre tipo 1 está 

coordinado por dos residuos de histidina y uno de cisteína: el cobre tipo 2 es coordinado por dos 

residuos de histidina; y los ligandos de los iones de cobre del grupo binuclear son ocho residuos de 

histidina. coordinando cuatro a cada átomo del sitio 11 1 1 j. 
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Figura 3. Eslrlll:lura <:ri,talogr:íl'i<:a ,i.: la laca'ª d.: Fra111c•fc'.1 1·cnic11/11r. En amarillo se muestran los cobres 
qt11.: forman part.: d.: 11" 11·1.:, 'itins r.:dox (I' 1. T2/T3 o grupo trinul'lcar). 

En la figurn 4 se muestra a detalle un esquema del sitio catalítico de la lacasa del hongo 

Tra111ete.1· 1•ersicolor en la cual se indican las histidinas que coordinan los cuatro cobres en el grupo 

trinuclear (T2ff3) y el sitio TI coordinado por dos histidinas y una cisteina í871. En general, todas 

las lacasas tienen conservados los sitios de unión a cobre, mostrando poca diferencia en los ligandos 

que los coordinan. 

TI 

1166 

11.JIKi' 
.-<-. 

IL\IJX J ____ \ 
Clu.1iotl•r trlnudl•ur 

Figura 4. Esquema del sitio catalítico de la lacasu de Tra111etes 1•er.1·icolor [87]. 
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2.4.4 Mecanismo catalítico 

La catálisis de las lacasas puede dividirse en tres pasos:; 1) reducción del sustrato en el sitio 

TI; 2) transferencia interna de electrones del sitio TI al clúster trinuclear o sitio T2-T3; y 3) 

reducción de 0 2 a H20 en el sitio T3 [77, 109, · l 11, 122]. 

En la ligura 5 se presenta un modelo en el que se propone el mecanismo catalítico de las 

lacasas 11091. Comenzando en el intermediario nativo, la primera molécula de sustrato, transfiere 

un electrón al sitio TI reduciéndolo. Hasta este punto, pueden ser posibles dos rutas o mecanismos: 

A (azul) y B (rojo) 11091. En A, se propone que en la transferencia de electrones del sustrato hacia 

el sitio T3 participan TI y T2. Inicialmente TI se oxida al transferir su electrón a T2 reduciéndolo 

(A-1); después una segunda molécula de sustrato transfiere un electrón a TI reduciéndolo 

nuevamente, quedando ahora reducidos TI y T2 (A-2); posteriormente TI y T2 se oxidan cuando 

transfieren dos electrones a T3. quedando éste último reducido (A-3); a continuación una tercera 

molécula de sustrato transfiere un electrón a TI y es rereducido (A-4); en seguida TI se vuelve a 

oxidar al transferir su electrón al T2 reduciéndolo nuevamente; por último, con la entrada de una 

cuarta molécula de sustrato, T 1 es reducido otra vez, dando lugar a la forma completamente 

reducida de la enzima. Este mecanismo está sustentado en el hecho de que cuando la enzima se 

encuentra en el estado "completamente oxidado en reposo", el T3 actúa como un aceptor de dos 

electrones. ya que no se ha observado un par T3 "a la mitad". 

Por otra parte, en B, el cluster trinuclear es reducido secuencialmente por tres transferencias 

de un electrón del sitio T 1 a T3, en donde T2 no participa. Primero, en B 1 se observa que el sitio 

T 1, que fue reducido por la primeru molécula de sustrato, transfiere un electrón al sitio T3, 

reduciéndolo parcialmente; con la entrada de una segunda molécula de sustrato, TI vuelve a ser 

reducido (8-2); después TI transfiere un electrón a T2 reduciéndolo (8-3); en seguida, una tercera 

molécula de sustruto reduce nuevamente a TI al transferirle un electrón (8-4); después TI vuelve a 

transferir un electrón al sitio T3 reduciéndolo completamente: finalmente con la transferencia de un 

electrón efectuada por una cuarta molécula de sustrato. T 1 es reducido nuevamente, dando lugar a la 

formación del estado completamente reducido de la enzima. Este segundo mecanismo podría 

sustentarse en dos hechos. primero que aunque la reducción del intermediario nativo no ha sido 

estudiada sistcnuíticamcnte. existe la posibilidad ele. que interacciones adicionales entre los centros 

T2 y T3 en el intermediario nativo permitan a los cobres de T3 actuar como aceptores de un 

electrón. En segundo lugar, Reinhammar ha reportado un nuevo EPR para la formación del 
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intermediario nutivo en presencio de un exceso de reductor, que se formu debido a la reducción 

rápida del intermediario nativo, dando sustento a este Último mecanismo [921. 

Cu(ll)~ 

Cu(JI)~ {Cu()) ~.OH Cu(ll)} Cu(JI) ¿ycu(IJ Cu(ll) 
Cu(ll) -

Len lo Cu(I) ......_ 

1 
5. + Cu(ll) ~Cu(ll) (s Cu(lll 

T2 Cu(ll)~ 
.··OH· Cu(I) 

Cu (ti) . Cu(ll) · 
Cmnplelumenlc -.........0""" T 1 

ti 1 11 T3 

""'"';:.::··· ~ 
Lento ~H+ ~ s+. 

Cu(ll)~ 
Cullll ~Cu(ll) 

Cu(ll) · 

Cu(ll)~ 
Cu(ll) ~Cu(ll) 

:"-.......Q'."'Cu(ll) TI 
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11 
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lnternwdlurio nuth·o 
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Cu(IJ ¿ycu(llJ } 1t 11~0{ Cu(ll) 
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___...,.cu!II) 

(lllCu ~Cu(ll) 
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{

Cu{I) Cu(lll~Cu(I) } 
Cu(lll 

B-2 
Cu(()--........... 

,____..........cu(IJ 
(ll)Cu-.....CY""Cu(ll) 
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Cu(()~ 
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Cu(!)--........... 

Cu(I) ,____......?Cu(ll) 
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Figura 5. Ciclo catalítico de las lacnsus. Mccunismo catalítico propuesto para la reducción y rcoxidación de 
los sitios de cobre. 
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2.4.5 Propiedades redox 

El potencial rcdox del sitio TI en las lacasas es un factor importante que determina la velocidad a la 

cual ocurre la reacción y por lo tanto delimita el rango de sustratos que la enzima es capaz de 

oxidar. En general. el valor de potencial redox de las )acusas va de 0.3 a 0.8 V [ 120] y se sabe que 

los potenciales de lacasas fungales son más altos que los de lacasas de plantas y otras oxidasas de 

cobre azul 191. 93 J. Son varios los factores que determinan el potencial redox de una enzima, entre 

los cuales podemos mencionar el tipo de aminoácidos que coordinan al cobre del sitio T 1, la unión 

interna de hidrógeno a los ligandos del sitio T 1, la accesibilidad a solvente, residuos cargados 

cercanos al sitio TI, entre otros [ 121 J. 

Como mencionamos anteriormente, en las lacasas los sitios de unión a cobre están 

coordinados por histidinas, los cuales en términos de secuencia primaria, están conservados 

guardando homología con otras enzimas dependientes de cobre como la ascorbato oxidasa de 

Zucchini (zAO) y la ceruloplasmina de suero humano (hCP) 177]. Sin embargo, al alinear las 

secuencias de lacasas con otras enzimas multicobre. hay diferencias importantes, una de ellas es el 

tipo de ligando axial que coordina al cobre T 1. pues mientras en la ascorbato oxidasa, en la azurina 

y en otras enzimas multicobre este corresponde a una metionina, en las lacasas es una fenilalanina o 

lcucina. La importancia de este ligando fue demostrada en un trabajo realizado con una mutante de 

azurina de Pseudomonas aer11gi110.rn a la cual se le cambió la metionina por una leucina, 

encontrando que el potencia redox del sitio TI incrementó alrededor de 70 mV [60]. 

En otro trabajo posterior Xu, F. después de analizar la secuencia más próxima al sitio de 

coordinación al Cu T 1 de varias lacasas fungales y otras oxidasas multicobre, estableció una 

correlación entre la secuencia y el potencial redox, observando que las lacasas que presentaban una 

fenilalanina en la posición correspondiente a metionina en la zAO, eran las que tenían valores de 

potencial redox más altos (Tabla 5). También encontró que algunas lacasas con potencial redox 

elevado tenían una leucina en la posición correspondiente a fenilalanina pero que ciertas !acusas 

con leucina tenían potencial bajo. tal es el caso de la lacasa de Myceliophthora thermophila. Para 

tratar de responder cual era la importancia de la fcnilalanina en esta posición efectuó experimentos 

en aquellas lacasas con bajo potencial redox que tenían leucina en lugar de fenilalanina, 

sustituyendo leucina por fcnilalanina. no obstante tras este cambio no se observó efecto alguno 

sobre el potencial. En un segundo intento, con base en el supuesto de que los aminoácidos cercanos 

las histidinas que coordina a TI inl1uyen en su potencial, realizó mutaciones en bloques de tres 

aminoácidos cercanos a una de las histidinas que coordinan TI, correspondientes a la secuencia 
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LEA en Rhiwctonia sola ni (Eº O. 71 V) y a VSG en Myce/iophthora thermophila (Eº 0.47 V), las 

mutaciones consistieron en cambiar el bloque LEA por VSG en R. So/ani (RsL) y VSG por LEA en 

M. thermophila (MtL); esto se hizo esperando que la lacasa con mayor potencial (RsL) 

experimentara una disminución en el mismo, al colocar el triplete de la lacasa con bajo potencial; 

mientras que en la de menor potencial (MtL), al colocar el triplete de la lacasa con mayor potencial, 

se esperaba el efecto contrario (Tabla 5). Lo anterior no ocurrió, pues el cambio en el potencial 

redox no fue significativo para ninguna de las dos triples mutantes; sin embargo, las mutaciones 

afectaron de_ manera importante las constantes cinéticas en ambos casos, observándose un 

decremento tanto en la krm como en K,,,. 1120 ). 

Tabla 5. Potencial rcdox de !acusas fungales y alineamiento de sccuencius 
de los aminoácidos del sitio TI ( 1201. 

Lacasa Potencial redox Alineamiento de secuencia 

Eº (V} 

Scytalidi11m thermophi/11111 0.51 'º"t-1 e H A w H V s G G Ls11 

Myceliophthora thermophi/a 0.47 51111-1 e 1-1 A w H V s G G Ls13 

Rhi:oc1011ia so/a11i (4) 0.71 ''''H e H D w H L E _A G L"º 

Tramete.1· 1·illo.1·a 0.78 ml-1 e H D r 1-1 L E A G pl63 

Trame/es versicolor 0.79 •s11-1 e 1-1 D r 1-1 L E A G pl62 

Ascorbato oxidasa de Zucchini 0.34 5061-1 e 1-1 E p H L H M G Ms11 

Con el antecedente de que la pérdida del ligando axial correspondiente a metionina en la 

zAO ocasionaba un aumento del potencial redox en algunas lacasas de hongos, Xu realizó 

experimentos con la lacasa de Trametes vi/losa en donde mediante mutagénesis sitio-dirigida 

cambió la fenilalanina, correspondiente a la metionina axial de zAO por leucina (mutante F463L) y 

metionim1 (mutante F463M); además, también mutó otros dos residuos (Glu-460 y Ala-461 ), 

cercanos a una de las histidinas del sitio T 1, correspondientes a His-514 y Met-515 en zAO. Como 

resultado, encontró que la mutante F463L no sufrió alteraciones en la estructura electrónica de TI y 

que el potencial rcdox experimentó un decremento de solo 0.05 V; en cuanto a las constantes 

cinéticas y el pH estos no fueron afectados significativamente. Respecto a la mutante F463M, la 

introducción de mctionina ocasionó cambios importantes en el sitio T 1, que conllevaron a un 

decremento importante en el potencial (0.1 V), lo cual correlaciona con estudios previos que 
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soportan la hipótesis de que la ligación del animoáeido axial puede regular el potencial redox de 

estas enzimas. No obstante, es importante mencionar que el potencial de la mutante F463M resultó 

aún mayor que el de otras enzimas multicobre como bilirrubinoxidasa y zAO, esto aunado a los 

resultados de trabajos anteriores nos conduce a la conclusión de que el potencial redox de las 

Incusas es dependiente de otros factores que no necesariamente están determinados por la secuencia 

primaria, por lo que es indispensable el análisis de la estructura para establecer una correlación con 

la función. 

2.4.6 lnhibidorcs 

Algunos aniones como haluros, azida, cianuro, e hidróxido, tienen un efecto inhibitorio 

sobre las lacasas, ya que se unen al cobre del sitio T2 interrumpiendo la transferencia interna de 

electrones 157J. También ha sido reportado que la inhibición por hidroxilo puede dominar la 

catálisis a pHs básicos 11 191. Otros inhibidores incluyen iones metálicos (Hg2+), ácidos grasos, 

compuestos sulfhidrilo, ácido kojico, desferal y detergentes catiónicos de amonio cuaternario, los 

cuales involucran la modificación de residuos aminoácidos, quelación del cobre o cambios 

conformacionales 1391. 

2.4.7 Efecto del pH sobre la actividad enzimática 

Diversos trabajos han reportado una dependencia de la especificidad y afinidad por el 

sustrato respecto al pH. Para sustratos como ABTs·. cuya oxidación no involucra intercambio de 

protones, la actividad de lacasa decrece conforme_ el pH es incrementado; mientras que para 

sustratos del tipo de los renales, cuya oxidación involucra el intercambio de protones, el per111 de 

pH tiene un óptimo que depende de la lacasa m¡ís que del sustrato. En este último caso. la actividad 

de lacasa sigue un perfil bifásico (forma de campana). cuyo máximo varía considerablemente entre 

lacasas de diferentes fuentes. Este comportamiento está determinado por dos efectos opuestos: uno 

es el potencial redox del sustrato y el segundo es la inhibición del sitio T2 por hidroxilos. En el 

caso de sustratos como ABTS. que no se protonan, la actividad es independiente del pH. 

observándose solo un efecto inhibitorio ocasionado por hidroxilos (Figura 6) [ 1191. 

Se ha reportado que en el caso de fenoles, el rango de pH óptimo es entre 3 y 7 para lacasas 

fungales y que se incrementa hasta 9 para lacasas de plantas [ 1 l ]. Por ejemplo. el pH óptimo de 

actividad para la lacasa de Coriolus hirs11t11s es de 3.5-4; el de Schi1111s molle, 6.2; el de 
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Schizophy/111111 co111111111ie, 5.4 a 6; el de Rhizoctonia pratico/a, de 6-7 y el de Coriolus versicolor. de 

4-5 1391. 

Inhibición del 

7 

Figura 6. Esquema de perfil de pl-1 hipotético de las !acusas fungulcs para 
sustralos ionizablcs. 

2.5 LACASAS INTRACELULARES 

Hasta este momento hemos descrito las características más importantes de las Jacasas 

fungales y de plantas. Como mencionamos, en ambos casos se trata de proteínas extracelulares, 

pero también es importante destacar la existencia de lacasas intracelulares. 

Se ha reportado que algunos hongos de pudrición blanca producen lacasas intra y 

extrucelulares 145, 46, 891. En algunos hongos como el basidiomiceto Trametes versico/or [961 y 

el hongo parásito de la castaña Cryplumectria pamsitica 1951 se ha encontrado actividad de !acusas 

intracelulares. Estas lacasas oxidan el mismo tipo de sustratos comunes a todas las lacasas, y han 

sido diferenciadas de las extracclulares en función de su pH óptimo, punto isoeléctrico y peso 

molecular. Acerca del origen de estas enzimas se ha propuesto que pueden ser lacasas 

intracelulares verdaderas. lacasas extracelulares antes de ser secretadas, o una combinación de 

ambas. No obstante se requiere mtís información sobre su síntesis y actividad, así como de su 

función fisiológica y localización en compartimentos subcelulares, para llegar a una conclusión 

11031. 
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3 . .JUSTIFICACIÓN 

Hasta aquí se han descrito las características físicas y bioquímicas de las !acusas, así como las 

funciones que tienen en la naturaleza y algunas de sus aplicaciones biotecnológicas. Dentro de los 

puntos más importantes y distintivos de este grupo de enzimas mencionamos que las lacasas mejor 

caracterizadas y que se han utilizado en diversas aplicaciones biotecnológicas son las fungales. 

Estas enzimas oxidan diversos sustratos en ausencia de peróxido y su especificidad varía de una 

fuente a otra aunque la mayoría no oxidan tirosina o sustratos comunes a los de otras 

polifcnoloxidasas r 11 11. 

En biotecnología ambiental se han utilizado diversas !acusas fungales para oxidar compuestos 

contaminantes, pero se ha encontrado que estas presentan desventajas pues oxidan pocos sustratos 

además de que requieren mediadores potencialmente tóxicos (58]. Pensando en la posibilidad de 

encontrar una opci<ln que rebase estas limitantes, proponemos utilizar !acusas bacterianas, 

específicamente la !acusa de M. mediterranea. 

En este trabajo nos enfocaremos en el estudio de la enzima PPO 1 de M. mediterranea que se 

distingue de las demás lacasas porque oxida una mayor variedad de sustratos orgánicos ( 1001. Esta 

proteína no ha sido caracterizada bioquímicamente, pero como se mencione) con anterioridad se ha 

reportado que es una enzima con actividad de monofenoloxidasa y difenoloxidasa 1100]. La 

secuencia deducida para esta enzima muestra que tiene un grupo de histidinas adicional que se 

piensa está relacionado con la doble funci<ln de lacasa y tirosinasa 199]. Así, la versatilidad de esta 

enzima para hidroxilar tirosina y oxidar fenoles, aunado a su tolerancia intrínseca a elevadas 

concentraciones de sal, la hace potencialmente importante en biotecnología. 
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4. HIPÓTESIS 

Dado que la lacasa de Mari110111011as mediterranea, a diferencia de las fungales, utiliza 

naturalmente sustratos tanto de lacasa como de tirosinasa, proponemos que puede ser una 

herramienta útil para la degradación o transformación de una mayor diversidad de sustratos de 

interés biotecnológico. 

5. OBJETIVOS 

5.1. OBJETIVO GENERAL 

Purificar y caracierizar bioquímicamente la lacasa de Marinomonas mediterra11ea. 

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1. Verificar la fase de crecimiento bacteriano en la que se produce la enzima de manera eficiente. 

2. Extraer y purificar la enzima. 

3. Evaluar el efecto del pH. sales, temperatura e inhibidores sobre la actividad enzimática. 

4. Determinar la actividad de !acusa con diferentes sustratos típicos de lacasa y tirosinasa. 

5. Calcular las constantes cinéticas para aquellos sustratos que sean oxidados. 

6. Determinar el potencial rcdox ele la enzima. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Reactivos 

Todos los reactivos utilizados como sustratos fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. Los 

reactivos para la preparación de los medios de cultivo fueron obtenidos de J.T. Baker, lo mismo que 

las sales utilizadas para los ensayos de tolerancia a sal y para la preparación de los diferentes 

Buffers. Los colorantes fueron obtenidos de BASF y ANIL-FRANC S.A. Los inhibidores fueron 

obtenidos de Sigma Chemical Co. y J.T.Baker. Los reactivos utilizados para la cuantificación de 

proteínas fueron obtenidos de BIO-RAD. 

6.2 Cepa y condiciones de cultivo 

La bacteria Marinomonas mediterranea f 1001 fue cultivada en Medio Marino Complejo 

(MMC), compuesto por 20 g de NaCI, 7g de MgS04·7H20, 5.3 g de MgCt2·6H20, 0.7 g de KCI, 

1.25 g de CaCl2, 5 g de peptona y 1 g de extracto de levadura. en un litro de agua. La solución fue 

ajustada a pH 7.4 con NaOH, y después de autoclavearla, fue suplementada con 75 mg de K2HP04 

y con 0.1 g de FeCl3 por litro. La cepa fue mantenida en placas de MMC con agur y resembrada 

cada 30 días. 

6.3 Extracción celular 

Para la preparación del extracto, la cepa fue transferida a MMC líquido y cultivada en un 

fermentador de 10 litros a 30"C, 0.5 vvm y 300 rpm. Después de incubar 10 horas, al inicio de la 

fase estacionaria (DO 0.66), las células fueron centrifugadas a 13,000 rpm durante 20 minutos y 

lavadas con Buffer Tris 10 mM pH 8, el paquete celular fue recuperado y la biomasa fue pesada. 

Un gramo de biomasa fue resuspendido en 3 mi de Buffer Tris 10 mM pH 8 sacarosa al 25%; se 

agregaron 6 1ll de lisozima (0.1 mg/ml) y se incubó durante 1 O minutos en hielo; se agregaron 36 ~ti 

de MgCl2 ( 1 M). 19 1tl de PMSF (0.2 M) y 75 ~ti de Brij (200 mg/ml); se incubó por 10 minutos a 

37"C. Posteriormente. las células fueron sonicadas y centrifugadas a 13.000 rpm durante 25 

minutos. el sobrenadante fue recuperado (extracto inicial). 

6.4 Purificación de Ju enzima 

El extracto fue precipitado con sulfato de amonio, el cual se agregó lentamente agitando a 

4"C. hasta alcanzar 40% de saturación. Se dejó equilibrar la mezcla durante 2 horas a 4ºC y se 

centrifugó posteriormente recuperando el sobrenadante. Este fue dializado toda la noche contra 15 

volúmenes de Buffer Tris 10 mM pH 8 a 4ºC. A continuación se pasó por una columna DEAE 
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Sepharosa l'ast llow (30 mi de resina) equilibrada con Buffer Tris pH 8 10 mM. eluyendo con un 

gradiente lineal de O a 1 M de NaCI en buffer. Las fracciones con actividad fueron colectadas, se 

dializaron toda la noche contra 15 volúmenes de Buffer Tris 10 mM pH 8 y se concentraron en una 

celda de ultrafiltración (membrana 30,000 Da). El concentrado se pasó por un cartucho de 

Interacción hidrofóbica (t-butyl) de 5 mi, equilibrada con Buffer Tris pH 8 10 mM, eluyendo con 

sulfato de amonio 2M. Las fracciones con actividad fueron colectadas y se centrifugaron dos veces 

a J 3,000 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante fue recuperado y concentrado en una celda de 

ultrafiltración (membrana 30,000 Da). Por último. la preparación se sometió dos veces a 

permeación en gel (Sephacryl S-200) equilibrada con Buffer Tris pH 8 JO mM. Durante todas las 

cromatogralfos, el monitoreo de la enzima se realizó de manera cualitativa observando la oxidación 

de 2,6-dimetoxifenol (2,6-DMP 2 mM), colocando 100 rtl de sustrato en cada pozo de una placa de 

poliestireno y añadiendo en seguida 100 rll de muestra de cada fracción colectada; las fracciones 

con actividad presentaron color por la formación de producto. La actividad en las fracciones 

positivas también fue cuantificada cspectrofotométricamente. La concentración de proteína fue 

determinada espcctrofotométricamente para verificar el valor de la actividad específica obtenida 

después de cada paso de purificación. utilizando el método de Bradford que se describe en un 

apartado posterior. 

6.5 Actividades enzimiíticas 

La actividad de lacasa fue cuantificada espectrofotométricamente a 468 nm, monitoreando 

la oxidación de 2.6-DMP a 3,3',5,5'-tetramctoxidifenilquinona (E =14 800 M' 1 cm-1). La actividad 

de tirosinasa fue evaluada a 475 nm, midiendo la oxidación ele L-tirosina y L-dopa a L-dopacromo 

(E = 3 700 M· 1 cm. 1). Los ensayos de actividad de lacasa fueron realizados en 1 mi ele Buffer 

fosfatos 0.1 M pH 5 con 2,6-DMP 2 mM, agregando JO rll de extracto. Los ensayos de actividad de 

tirosinasa se realizaron en 1 mi de Buffer fosfatos 0.1 M pH 5 con L-tirosina 1 mM y 25 rll de L­

dopa (2 mM). más 1 O rtl de extracto. Una unidad de actividad (U) fue definida como la cantidad de 

enzima que cataliza la aparición de 1 flmol de producto por minuto, por mililitro. Todas las 

mediciones se realizaron con el espectrofotómetro Beckman DU 650. 

6.6 Perfiles de pH 

Se determinó la actividad de lacasa a diferentes pHs (de 3 a 10) con sustratos t'cnólicos (2.6-

DMP. siringaldazina, catecol y guayaco!) y no fenólicos (2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-

áciclo sulfónico) ó ABTS y ferrocianuro de potasio). Los buffers utilizados fueron: succinatos 50 

mM pH3, acetatos 60 mM pH 4, fosfatos 100 mM pH 5. fosfatos 60 mM pH 6, fosfatos 100 mM pH 
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7, Tris 10 mM pl-1 8, boratos 50 mM pH 9 y 10. La actividad fue monitoreada espectrofotomé­

tricamente a la absorbancia correspondiente para cada sustrato:2,6-DMP ( 468 nm, E= l 4.8mM' 1cm· 
1), siringaldazina (530 nm, E=64mM" 1cm·1

), catecol (388 nm, E= l .3mM'1cm' 1
) ABTS (436 nm. 

E=29.3mM· 1cm·1
), ferrrocianuro de potasio (405 nm, E=0.90mM" 1cm· 1

) y guayac~l (470 nm, 

E=26.6mM· 1 cm· 1
). Todas las reacciones fueron realizadas a los distintos valores de pl-1, en un 

mililitro de buffer agregando 0.3 U de enzima y el sustrato a la concentración final correspondiente 

(2,6-DMP 2mM, siringaldazina 0.05 mM. catecol 2 mM, ABTS 5 mM y ferrocianuro de potasio 20 

mM). Los ensayos fueron realizados por triplicado a 30ºC. verificando que el pH no fuese alterado 

al agregar el sustrato o la enzima. 

6.7 Perfiles de tolerancia a sal 

Se determinó la tolerancia a NaCI. KBr. (NH4) 2S04 , NaH2P04 y NaF a diferentes 

concentraciones (50. 100, 200, 500 y 1000 mM), para lo cual se incubó la enzima (0.16 U) en 1 mi 

de buffer fosfatos 100 mM pl-1 5 a la concentración de sal correspondiente. Se determinó la 

actividad residual después de incubar cinco minutos ó una hora con la sal, colocando 990 µI de la 

mezcla de enzima y 10 ~ti de sustrato (2,6-DMP 200 mM). Los mismos ensayos se efectuaron a pH 

7, usando buffer fosfatos 100 mM. El valor de 150 corresponde a la concentración de sal a la cual se 

reduce la actividad enzimática inicial en un 50%. Todas las mediciones se hicieron por triplicado a 

30ºC. 

6.8 Degradación de colorantes y otros sustratos 

Se determinó la capacidad de la enzima para degradar diferentes sutratos fenólicos y no 

fenólicos típicos de lacasas fungales: catequina, ácido elágico. naringenina. ácido ferúlico. ácido 

vanillico, ácido siríngico. n-propilgalato. epicatequina, 1-hidroxibenzotriazol y ácido gálico. Para 

realizar los ensayos. se incubó la enzima con cada sustrato durante una hora y se observó si ocurría 

algún cambio colorimétrico, que indicara actividad de la enzima. Los ensayos se efectuaron en 

buffer fosfatos 100 mM pH 5. 

Se probaron diversos colorantes comerciales, el listado se muestra en la Tabla 6. Cada 

colorante se disolvió en buffer fosfatos 100 mM pH 5. Para determinar si la enzima pura podía 

degradarlos, se realizó un barrido en el espectrofotómetro (A. 250nm a 800 nm) para establecer cuál 

era el pico de absorbancia máxima de cada colorante. El valor de absorbancia obtenido, fue 

ajustado a 1 unidad de absorbancia para cada colorante y después de incubar cada uno con la 
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enzima pura (4 U), en buffer fosfatos 100 mM pH 5. se midió la disminución del pico máximo de 

absorbancia, después de 1, 2, 6 y 12 horas. 

Tabla 6. Listado de colorantes comerciales probados en este trabajo. 

MARCA COMERCIAL DEL COLORANTE 

BASF BASF ANIL-FRANC. S.A. ANIL-FRANC. S.A. 

Negro üeido 194 Azul Vat Amarillo disperso 3 Rojo foron 

Azul ücido 185 Amarillo Vat Amarillo foron 4D-4GRL Rojo disperso 60 

Negro directo 22 Rojo Val Amarillo reactivo BR Rojo reactivo llJ 

Azul disperso 56 Amarillo oriosol Turquesa oriosol 

Azul disperso 79 Azul foron Verde oriosol 

Rojo disperso 60 Azul marino foron Verde reactivo 

Rojo disperso 161 Amarillo reactivo 

Anaranjado disperso 30 Amarillo reactivo X6 

Amarillo disperso 54 Azul oriosol 

Azul reactivo l 'J8 Escarlata oriosol 

Azul reactivo l 'J Naranja oriosol 

Rojo reactivo 180 Naranja reactivo 

Rojo rcactivo 141 Negro oriosol 

Amarillo reactivo 84 Negro c.lisperso 

Negro sulfuro 1 Rojo c.lispcrso 1 

6.9 Constantes cinéticas 

Se determinaron las constantes cinéticas de la enzima para los siguientes sustratos: 2.6-

DMP. siringaldazina. catecol. guayaco), L-dopa. tirosina. ferrocianuro de potasio y ABTS. Para 

ello se midió la actividad ele la enzima purificada con diferentes concentraciones de sustrato, hasta 

llegar a la concentración de saturación. Todas las reacciones se efectuaron en un mililitro de buffer 

fosfatos al pH óptimo de cadu sustrato y se midieron espectrofotométricamente a la longitud ele 

onda correspondiente. Los pHs óptimos para cada sustrato fueron los siguientes: 2,6-DMP pH 5, 

siringalclazina pH 7, catecol pH 5, guayaco) pH 3, L-dopa pH 6.5, tirosina pH 6.5. ferrocianuro de 

potasio pH 5, ABTS pH 5. Las constantes cinéticas kcm y K,,, se calcularon con las velocidades 

iniciales específicas. obtenidas mediante la ecuación de Michaelis-Menten, utilizando el programa 

Enzfitter. Los ensayos se realizaron por triplicado a 30ºC. 
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6.10 Perfil de temperatura 

Se midió la actividad de la enzima pura en un rango de temperaturas de 25 a .85ºC 

utilizando como sustrato 2,6-DMP. Los ensayos se realizaron en un mililitro de Buffer fosfatos 100 

mM pH 5 el cual fue atemperado en un baño de agua (Fisher Scientific lsotemp 1 Ol6S) a la 

temperatura correspondiente, inmediatamente se agregaron 10 Jll de 2,6-DMP (200 mM) y 20 ¡ti de 

enzima. Las mediciones se efectuaron a 30ºC dos veces por triplicado. 

6.11 Ensayos de Termoestabilidad 

La enzima pura fue incubada a 40, 50, 60, 70 o 80ºC, en un baño de agua (Fisher Scientific 

lsotem 10 l 6S) durante una hora. Para cada temperatura, cada diez minutos se determinó la 

actividad de la enzima midiendo en el espectrofotómetro actividad residual, a una absorbancia de 

468 nm. usando como sustrato 2.6-DMP (2 mM). Las mediciones se realizaron colocando 20 ~ti de 

enzima en 970 ~ti de Buffer fosfatos 100 mM pH 5, ambos a la temperatura correspondiente y 10 µI 

de 2,6-DMP 200 mM. Cada reaccicín fue realizada por triplicado y monitoreada a 468 nm. 

6.12 Ensayos de Inhibición 

Se probaron los siguientes compuestos: azida de sodio (NaN3), etilendinitrilotetracetato 

disódico (EDTA), cianuro de potasio (KCN) y sodio dodecil sulfato (SOS), a diferentes 

concentraciones (0.1 a 200 mM). Para realizar los ensayos se incubó la enzima pura con cada 

inhibidor a cada concentración durante 10 minutos y posteriormente se midió la actividad residual 

espectrofotométricamente, a 468 nm, usando como sustrato 2,6-DMP, para cada reacción se 

colocaron 0.2 U de enzima en 1 mi de Buffer fosfatos 100 mM pH 5 mtis el inhibidor a la 

concentración deseada. Las rem:ciones se realizaron por triplicado y las mediciones se hicieron a 

30ºC. 

6.13 Cuantificación de proteína 

Se utilizó el método de Bradford para cuantificación de proteínas, usando una curva 

estandar de albúmina de suero bovino. Esto se hizo durante todos los pasos de la purificación y 

para corroborar la concentración final de la enzima pura 135 l. 

6.14 Electrofüresis y tineión de geles 

Durante el proceso de purificación se realizó el seguimiento de la enzima mediante 

electroforesis, para lo cual se prepararon geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 10%. Las muestras 

fueron preparadas colocando una mezcla 1: 1 de enzima y solución lítica (Tris-Cl 0.5 M pH 6.8, 
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20% de glicerol y O.O 1 % de SDS). Los geles se corrieron durante una hora y cuarenta minutos a 

una corriente constante de 19 mA y 250 V, utilizando buffer de corrida compuesto de Tris base, 

glicina y SDS JO%. De igual forma se corrieron geles nativos, los cuales a diferencia de los 

desnaturalizantes, fueron preparados con SDS al 0.1 %; la misma concentración de SDS fue 

agregada al buffer de corridu y a la solución lítica. Los geles desnaturalizantes fueron teñidos con 

azul de coomasie, para lo cual primero fueron colocados en solución fijadora (metano) al 50% y 

ácido acético al 10%): en seguida se adicionó solución de teñir (azul de coomasie R-250 al 0.05%, 

metano! al 50% y ácido acético al 10%): por último, después de cuatro horas se agregó solución 

para desteñir hasta visualizar las bandas de proteína. Los geles nativos fueron teñidos por actividad 

utilizando como sustratos 2,6-DMP (0.2 mM). tirosina ( 1 mM) y L-Dopa ( 1 mM), para lo cual 

primero fueron equilibrados en buffer fosfatos 100 mM pH 5 durante 1 O minutos y después el 

sustrato fue adicionado efectuándose la reacción a pH 5. 

6.15 C1ilculo del potencial rcdox 

La determinación del potencial redox se realizó con la enzima pura a una concentración de 

0.38 mg/ml en Buffer Tris 10 mM pH 8, midiendo con un electrodo de platino a una velocidad de 

500 mV/min, usando como estandar una solución de KN03 0.1 M ( 1 mi)+ K3fFe(CN)1,I ( 1 mi). 

6.16 Cálculo de sitios activos de 111 enzima 

Para realizar el ciílculo de los sitios activos en la enzima se utilizaron diferentes 

concentraciones del inhibidor azida de sodio (0-0.1 mM). Los ensayos se realizaron en 1 mi de 

buffer fosfatos 100 mM pl-I 5, colocando 0.7 U de enzima y el inhibidor a la concentración 

correspondiente. Después de incubar durante 30 minutos, se colocaron 990 ~d de la mezcla y JO ~ti 

de sustrato (2.6-DMP 200 mM) y se determinó la actividad residual espectrofotométricamente. 

Cada reacción se hizo por triplicado y con los datos obtenidos se realizó un ajuste lineal, 

obteniendo el valor correspondiente a la concentración de los sitios activos. 
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1 PURIFICACIÓN DE LA ENZIMA 

Como primer paso verificamos en qué fase de crecimiento bacteriano se producía la 

polifenoloxidasa de Mari110111011as mediterranea (MmPPO 1) eficientemente. Para esto se cultivó la 

bacteria en un fermentador de JO litros, se midió turbidez cada dos horas en el espectrofotómetro 

(600 nm) y actividad de lacasa usando como sustrato 2,6-DMP. El resultado se muestra en la figura 

7, en donde observamos que la acumulación de la actividad alcanza un máximo al inicio de la fase 

estacionaria, diez horas después de la inoculación. Por lo tanto, decidimos que la recolección de 

las células para la preparación posterior del extracto se realizaría en esta fase, con una absorbancia 

aproximada del cultivo de 0.66 Uabs a 600 nm. 
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Figura 7. Crecimiento.de M. 111edi1erra11ea y acumulación de la uctividnd de MmPPOI. 

El extracto se preparó tal como se explica en la metodología, y con base en el punto 

isoeléctrico deducido para la enzima (4.7) se comenzó la purificación a pH 6. Durante el 

procedimiento observamos una pérdida significativa de la actividad y pensamos que podría deberse 

a proteólisis enzimática, por lo cual se realizó el siguiente experimento: se incubó el extracto 

durante 24 horas en diferentes buffers: pl-1 4.5, 5, 6, 8 y JO; pasado este tiempo se midió actividad y 

se realizó una electroforésis para observar si ocurría algún cambio en el patrón protéico. Lo mismo 

se hizo a pH 6 en presencia de inhibidores de proteasas (quimiotripsina, tripsina, papaína, 

termolisina y pronasa). En cuanto a la actividad, ésta disminuyó a todos los valores de pH pero su 

reducción fue más notoria paru el extracto incubado a pl-1 6 sin inhibidor ya que solo se conservó el 

65% de actividad, mientras que en el extracto incubado al mismo pH con inhibidores de proteasas 
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se retuvo el 78% de actividad, por lo anterior confirmamos que la disminución de actividad se debía 

a la acción de alguna proteasa. Sin embargo, a pH 8 y 1 O, en ausencia de inhibidores de proteasas, 

hubo una disminución en la actividad mucho menor que el registrado a pH 6 con inhibidores de 

proteasas, lo cual sugirió que el pH también era un factor determinante (Tabla 7). 

Tablu 7. Actividad de MmPPO 1 (U) después de incubar el extrncto a diferentes valores de pl-1. 

PH Actividad (U) (%) 

1. Extracto inicial 1.28 ± 0.061 100 

2. pH 4.5 0.98 ± 0.004 76.5 

3. pH 5 0.97 ± 0.031 75.7 

4. pH 6 0.84 ± 0.052 65.7 

5. pH 8 1.09 ± 0.080 85.15 

6. pH 10 1.09 ± 0.032 85.15 

7. pH 6 con inhibidor de proteasas 1.01 ± 0.040 78.9 

El resultado anterior se confirmó con electroforesis nativa y desnaturalizante, observándose 

algunos cambios que llamaron nuestra atención. Primero, en el gel desnaturalizante encontramos 

que a pH 6 sin inhibidor ocurría la degradación de la enzima, cuyo peso estimado fue de 59 kDa, 

pues la banda correspondiente a la MmPPO 1 desaparecía, mientras que aparecían dos bandas más 

pequeñas que no estaban presentes ni en el extracto original ni en el resto de las muestras (Figura 

8A). Para confirmar estos resultados, se corrió un gel nativo teñido por actividad (Figura 88), en el 

cual se observó claramente que en el carril correspondiente al extracto incubado a pH 6 sin 

inhibidor, en lugar de una banda de actividad aparecían dos bandas, a diferencia de todas las demás 

muestras en las que solo se observaba una banda. Esto último nos pareció interesante pues 

teníamos una proteína cuya prote61isis era promovida a pH 6 en ausencia de inhibidores de 

proteasas y que generaba como producto una proteína 1mís pequeña que seguía siendo activa. Con 

los resultados obtenidos y dado que a pH 8 no ocurrió degradación de la enzima y la actividad fue 

conservada decidimos cambiar el pH al cual se realizaría la purificación de 6 a 8, además de agregar 

inhibidores de proteasas durante la preparación del extracto. 
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Figura 8. El panel A corresponde al gel de pnliacrilamida desnaturalizantc con las muestras incubadas a 
diferentes v¡ilores de pH. En B se muestra el gel nativo te1iido por actividad. Carril: 1) extracto inicial. 2) pH 

4.5. 3) pH 5. 4) pl-1 6, 5) pl-1 8. 6) pH JO. 7) pl-16 con inhibidorcs de proteasas, 
8) marcador de peso molecular. 

Posteriormente, se renliz<Í la purificación de la enzima con base en el siguiente esquema: 

realizar la extracción, precipitar con sulfato de amonio al 30 %, dializar el sobrenadante, después 

pasarlo por una columna de permeación en gel (Sephacryl S-200) y por Último una cromatografía 

de intercmnbio iónico. Este protocolo fue probado utilizando diferentes matrices de permeación en 

gel y resinas de intercambio anicínico y catiónico: se probaron tumbién matrices de interacción 

hidrofóbica en lugar del intercambio iónico. Sorprendentemente y a pesar de la predicción de 

propiedades basada en la secuencia. con ninguna de estas columnas se logró retener la actividad. 

Con estu información, decidimos cambiar el esquema de 'purificación al siguiente: preparar 

el extracto y precipiturlo con sulfato de amonio al 30%. recuperar el sobrenndante y dializarlo 

contra quince volúmenes de buffer Tris 1 O mM pl-I 8, pasar el dializado por la columna de 

intercambio aniónico (DEAE Sepharosa fost tlow) utilizando un gradiente de elución de O a 1 M de 

NaCI: y por Último realizar dos permeac:iones en gel con la resina Scphadex G-1 OO. Los resultados 

de aplicar este protm:olo se reflejaron en una reducción significativa de la proteína total (de 2,051 a 

55 mg). logrando un rendimiento de 15.12% y una actividad específica de 322.09 mU/mg. Otro 

resultado importunte que obtuvimos fue que aplicar la cromatografía de intercambio nniónico antes 

de la permeación en gel, nos permiticí separar dos picos diferentes (A y B) que oxidaron 2,6-DMP 

pero que fueron colectados uno al inicio y otro al final del gradiente (Figura 9). 
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Figura 9. Cromatografía de intercambio aniónico mostrando los picos A y B con actividad de lacasa, 
colectadas al inicio y al final del gradiente respectivmnente. 

Con el antecedente de que la bacteria M. mediterranea produce dos polifenoloxidasas, una 

que oxida preferentemente sustratos de lacasa (PPO 1) y otra que oxida sustratos de tirosinasa 

(PP02) 1100 ), decidimos verificar si las actividades de los picos A y B correspondían a estas 

enzimas. para lo cual se determinó su capacidad de oxidar sustratos tanto de lacasa (2,6-DMP) 

como de tirosinasa (L-tirosina y L-dopa). encontrando que en cada fracción se presentaba una 

relación de actividad distinta para ambos (Tabla 8). El pico A presentó un perfil de actividad típico 

de !acusa ya que oxidó preferentemente 2.6-DMP, mientras que el pico B mostró una menor 

actividad para este sustrato y una relación casi equivalente para los dos sustratos por lo que 

concluimos que la actividad correspondía a la tirosinasa. Dado que el pico A oxidó preferentemente 

sustratos de lacasa, decidimos hacer el seguimiento de estas fracciones y concluir con su 

purificación. Para ello. el pico A fue pasado por dos cromatografías de permeación en gel 

(Sephacryl S-200 y Sephadex G-100). 

Tabla 8. Actividades específicas (mU/rng) de los picos A y B con sustratos 
de lacasa (2.6-DMP) y tirosinasa (L-tirosina y L-dopa). 

Pico A 

Pico B 

2.6-dimetoxifcnol 

221.2 

29.74 

L-tirosina + L-dopa 

14.37 

28.89 

Relación 2,6-DMP/tirosina 

15 

1.05 
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Durante toda la purificación, realizamos el seguimiento del proceso mediante electroforesis, 

utilizando geles desnuturalizantes y nativos. En el gel desnaturalizunte (Figura 1 OA) es importante 

observar lu reducción en el contenido total de proteína conforme avanza la purificación, hasta llegar 

al paso final en donde se observan solo dos bandas de proteína, una mayoritaria de 

aproximadamente 59 KDu (correspondiente a la MmPPO 1) y otra minoritaria de uprox. 50 KDa. 

Por otra parte, en el gel nativo teñido por actividad (Figura 108) se aprecia claramente que en los 

carriles correspondientes al extracto inicial. precipitación y diálisis aparece unu banda de actividad 

única, misma que no aparece en el carril correspondiente ul pico 8 (carril 4); mientras que en los 

carriles correspondientes ul pico A (6, 7 y 8) se observan dos bandas con actividad. Respecto a la 

aparición de estas dos bandas de actividad. y con el antecedente de que la proteína bajo ciertas 

condiciones era susceptible a proteólisis, pensamos que la polil'enoloxidasa (59 kDa) podría estar 

siendo proteolizada después del paso de diulisis, dado que en primer lugar en el extracto inicial solo 

era visible una banda de actividad mientras que después de la diálisis aparecían dos bandas; y en 

segunda instancia, ul sobrelupar los geles nativo y desnuturalizunte que se habían corrido 

simult:íneamente. mientras que la banda de actividad más grande del gel nativo si alineaba con la 

proteína de 59 kDa correspondiente u la MmPPO 1 en el gel desnaturalizante, lu banda pequeña de 

actividad presente en el gel nativo no correspondía a la proteína de 50 KDa que aparecía en el gel 

desnaturalizantc. Por lo anterior, pensamos en la posibilidad de que la MmPPO 1 de 59 kDa 

estuviera siendo proteolizada generando dos productos. uno de aproximadamente 50 kDu 

representada por la banda pequeña presente en el gel desnaturalizante que no era activa y otro de 9 

kDa que no era visible en el gel desnaturalizante pero que ul ser activa si podíamos visualizarla en 

el gel nativo. 

Hasta aquí habíamos logrado tener una enzima que aparentemente era proteolizadu 

generando dos productos contaminantes: unu proteína de 50 kDa y otra de 9 kDa, por lo que era 

indispensable separar la enzima completa (59 kDa) de sus productos de proteólisis, para esto 

probamos otras cromatografías. pero al hacer el seguimiento mediante geles desnaturalizantes, al 

parecer las enzimas de 59 y 50 kDa copurificaban, ya sea que usaramos la columna cromatográfica 

que fuera. incluso columnas de interucción hidrofóbicu, ambas proteínas siempre eran retenidas o 

eluidas al mismo tiempo. Respecto a la proteína activa de 9 kDa, encontramos que Ju interacción 

hidrofóbica era un buen método para separarla de la enzima completa (59 kDa). Por esta razón unu 

vez m:ís replanteamos el esquema de purificación que consistió en los siguientes pasos: preparación 

del extracto inicial, precipitación con sulfato de amonio, diálisis, intercambio aniónico , interacción 
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hidrofóbica, ultrafiltrncilÍn y filtración en gel. Este fue el protocolo de purificación final usado 

pum todas las purificaciones y se realizó tal como se describe en la metodología. 

A 
2 3 5 6 

.!:·,.,,. 

iL~-~'.'-...i;:;-,:.~·-·":o""""' 

B 
2 3 ~ 5 6 7 

Figura JO. El panel 1\ mueslra la elcc1roforesis en gel desnaluralizanle de los inlermediarios de la 
purificm:i<Ín, carril: 1) exlraclo inicial. 2) precipilaci<Ín. 3) di1ílisis. 4) inlcrcambio a11i1Ínico (pico A). 5) int. 
ani1ínico (pico B) y 6) pcrrneal'i1Ín en gel. Panel B corresponde a la electroforesis en gel nati\'o, carril: 1) 

extral'lll inicial. 2) pn.:cipitm:i1í11. 3) diálisis,..¡¡ int. a11i1Í11ico (pico Al. 5) inl. aniúnico (pico B). 
6) per111caci1Í11 en gel l. 7) pcrmcaci<Ín en gel 11. 

Los n.!sultados de la purificm:ilÍn usando este nuevo protocolo se resumen en la tabla 10. En 

este caso se obtuvo una preparación con actividad específica de 250 mU/mg y un rendimiento del 

12.15%. Es importante mencionar que aunque la proteína total disminuyó de manera importante, 

de 4 a 0.1 16 g, y la actividad total inicial (25 U) se conservó al final de la purificación casi en un 

100 %. esto no se retlejlÍ en el rendimiento. debido a que después del paso de diiílisis, se obtuvo un 

incremento importunte en la actividad, mismo que pudo ser resultado de que al dializar se 

removieran compuestos que interferían con el ensayo de medición de actividad. 

En la figura 11 se observan los geles correspondientes a esta purificación. En l lA se 

muestra un gel desnaturalizante teñido con coomasie en donde se puede ver um1 reducción de la 

proteína conforme se avanza en la purificm:ión hasta el paso final donde se aprecian solo dos 

bandas. una mayoritaria correspondiente a la MmPPO 1 completa (59 KDa) y otra minoritaria de 

menor pcso molecular (50 KDa) representando el producto de proteólisis inactivo. En 1 1 B se 

observa el gel nativo teñido por actividad con las muestras en el mismo orden que l lA, en donde es 

importante notar que en el paso final de la purificación se observa solo una banda de actividad, con 
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lo cual dcmostrnmos que después de pasar Ju proteína por interacción hidrofóbicn logrnmos sepnrar 

Ju cnzinrn completu del producto de proteólisis con nctividnd. 

Tabla 9. lksurm:n de una purificación típica de la enzima MmPPO 1. 

Extracto Precip. sulfato 
Inicial de amonio 40'7' 

Actividad 509 573 
(mU/ml) 
Proteínu 94.74 47.56 
(mg/ml) 

Actividad 5.37 12.04 
esp. (mU/mg) 

Volumen 50 52 
( m I) 

Actividad 25.46 29.8 
total (mU) 

Proteína totul 4.737 2.473 
( mg) 

Factor de 2.24 
puri l'icm:icín 

lfondimicnto 12.41 14.53 
(%) 

¡\ 

~tl'~l(kD:i) 1 2 3 4 5 

70 

60 
40 

Diálisis 

59 kD:i 
50 kD:i 

1.520 

27.37 

55.53 

135 

205 

3,696 

10.34 

IOO 

Intercambio 
aniónico 

1.030 

5.56 

185.25 

137 

142.2 

761.72 

34.49 

69.36 

n 
2 3 4 5 

-

Interacción 
H idrof1Íbica 

196 

4.09 

47.92 

185 

35.15 

756.65 

8.92 

17.14 

~- 59kDa -

Filtracilín 
en gel 

415 

1.93 

215 

60 

24.91 

116.1 

40.03 

12.15 

í-'igura 11. Elcctrol'orcsis de una purificaci1Ín típica de la Mml'PO 1. En el panel A se muestra un gel 
dcsnaturalizante ti:iiido con eoomasie: B corresponde al gel nativo teriido por actividad. Carriles: 1) extracto 

inicial . .:n predpitad1ín con sulfato de amonio al 40'ft, 3) diálisis. 4) intcn:ambio :miilnico (pico A). 
5) intcrm:ci1Ín hidrol'Óbica (pico Al. 
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Así pues, como 111encionmnos anteriormente aunque habíamos logrado separar el producto 

de proteólisis m:tivo (9 kDa) de la proteína co111pleta mediante interacción hidrofóbica, al correr los 

geles dcsnaturalizantes seguía111os obteniendo dos proteínas, la M111PPO y un producto de 

proteólisis inactivo (50 kDa), a111bas al parecer copurificaban. Los mismos resultados fueron 

obtenidos en purificaciones posteriores, sin embargo encontra111os que si corríamos las mismas 

muestras en geles nativos. solo observába111os una banda de proteína y de actividad al teñirlos con 

coonmsie y por actividad respectivamente {Figura 12). 

l\'IPM 
(kDu) 

60 _.,. 

45-+ 

':.c~W'"'' 
2 

-
Figura 12. Gel nutivo de la MmPPO 1 pura teiiidn pnr actividad (3) y con coomasie (2). 

Para responder a la pregunta evidente de porqué en el gel nativo observabamos solo una 

banda de proteína mientras que en el desnaturalizante aparecían dos bandas y dudo que la Única 

diferencia importante entre ambos geles es que este Último tiene SDS, pensamos en la posibilidad 

de que la MmPPO 1 estuviera formada por varias subunidades y que su disociación fuera promovida 

por la presencia de SDS durante la elc1:troforésis desnaturalizante. Para corroborar o descartar esta 

idea realizamos un experimento en el cual se colocó una alícuota de la enzima con diferentes 

concentrnciones de SDS (0.069-17 .3 mM ), las preparaciones se incubaron durante JO minutos a 

temperatura ambiente y después se corrieron en geles nativos con 0.346 mM de SDS {Figura 13). 

Lo que observamos fue que a medida que aumentaba la concentración de SDS. la banda 

correspondiente a la proteína pequeña (50 kDa) se hacía más visible. hasta establecerse una relación 

cstcquiométrica uno a uno entre lns dos bandas. esto es evidente sobre todo en la última muestra, In 

cual había sido calentada en solución lítica con una concentración de SDS de 34.6 mM. No 

obstante, a ninguna concentración de SDS logramos ver la disociación total. razón por In que 
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decidimos incuburla a mayores concentraciones de SDS ( 1-500 mM), pero tampoco logramos 

disociarla tollllmente, ni siquiera al calentar las muestras (<lutos no mostrados). 

ISDSI 

Carril 

"" 
...., 

"' -a !:::: "" "' '° "" "' -a q -a ": "': " ... o o o o ,,., _,; ,,., 

r. 
t 

~ .__._. __ .. --:W kDa 

,,.. _ - - - - -.50kDa 

1 

~~~-·-····'--' -l .5 íi 7 X lJ 

Figuru 13. Gel natirn con 0.1 'Ir de SDS 11:1iido con rnomasic con la MmPPO 1 im:ubadu a diferentes 
concentraciones de SDS (mM). 

En relación al SDS. este compuesto ha sido reportado como inhibidor de lacasas fungales 

f 1051, por lo que surgió la pregunta de cuál sería el efecto sobre la actividad de la MmPPOI. Para 

responder a este cuestionamiento realizamos otro experimento que consistió en incubar la enzima 

con diferentes concentraciones de SDS y después las muestras se corrieron en un gel nativo que fue 

teiiido por actividad. En la figura 14 se muestra el gel correspondiente, en el cual es claro que para 

todas las concentraciones de SDS. la proteína se disoció y que en ambas bandas se conservó la 

actividad. incluso para aquella muestra con mayor concentración de SDS que había sido incubada a 

85 ºC y a la cual se le había agregado solución lítica (carril 8). Esto indicaba que el SDS a esas 

concentraciones no afectaba la actividad enzimática. por lo que para corroborarlo, con las misnms 

muestras se midió la actividad de lacasa espectrofotométricamente usando como sustrato 2,6-DMP. 

Los valores de actividad para cada muestra fueron muy parecidos, en la mayoría de las 

concentraciones se conservó casi el 100% de actividad, por lo que concluimos que la actividad no 

sufri<Í una disminución importante por efecto del SDS a las concentraciones probadas. 
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23456789 
Activiclnd de l\1111l'POl lnculmda n 
diferentes concentrnciones de SOS 

(SDS) 1111\1 

1)0 
2) 0.0069 
3)0.0173 
4) 0.0692 
5) 0.173 
tí) 0.346 
7)0.69 
8) 1.73 
9) 3.46 

+Ten1pcratura 
+ sol. líticu 

Acth'ldad (U) 

0.34 
0.32 
0.31 
0.34 
0.31 
0.34 
o.:n 
0.34 
0.31 

Figura 14. Gel nativo (0.1 % SOS) teñido por actividad con la MmPPO 1 incubada a difcrcnlcs 
concentraciones de SDS (mM): carril 1) O, 2)0.69, 3) 1.73, 4) 6.92, 5) 17.3. 6) 34.6, 7) 69, 8) 173. 9) 346. 

Con los resultados de los experimentos anteriores llegamos a dos conclusiones importantes: 

primero que la disociación de la proteína M111PPO 1 era promovida por la presencia de SOS y en 

segundo lugar que la accilÍn de este detergente sobre la enzima daba lugar a la formación de dos 

productos. los mismos que ya habíamos obtenido anteriormente, uno pequeño de 9 kOa activo y 

otro grande de 50 kOa inactivo, cuyo origen atribuímos a una actividad proteolítica endógena del 

extracto. El tamaño de los productos lo verificamos al correr simultáneamente dos geles, uno 

desnaturalizante y otro nativo con las muestras incubadas a diferentes concentraciones de SOS. que 

despues fueron sobrelupados. Encontramos nuevamente que la banda de 59 kOa (MmPPO 1) 

alineaba con la banda 111ás grande dd gel nativo. mientras que la pequeña (50 kOa) no correspondía 

a la bnnda inferior del gel nativo. Con base a estas evidencias retomamos la hipótesis de que In 

enzinrn MmPPO 1 estaba siendo disociada. dando lugar a la formación de dos productos, una 

proteína de 50 kOa que era inactiva y a otro producto de 9 kOa con actividad, por acción del SOS y 

no de una proteasa (Figura 15). 

Por otro lado. una vez que obtuvimos la enzima pura siguiendo el esquema de purificación 

descrito en la metodología, realizamos su caracterizaci¡Ín bioquímica. Para asegurarnos de que la 

enzima a caracterizar realmente fuera la correspondiente a la MmPPO 1 completa y no a sus 

productos de proteólisis verificamos su estado mediante geles desnaturalizantes y nativos cada vez 

que se efectuaba un experimento. Además es importante dejur claro que paru realizar los cálculos 
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de las constantes cinéticas cuantificamos la concentración <.le la enzima utilizando la técnica del 

cálculo de sitios activos con el inhibidor azidn de sodio, que se describe en la metodología, 

asegurando con esto que el valor de concentración correspondiera únicamente a .la concentración de 

lu MmPPOI completa. 

A) Geles nativo y <.lesnaturalizante 

teñidos con coomasie. 

B) Geles nativo teñido por actividad y 

<.lesnaturalizante teñido con coomasie 

DB) o o) - --- ---40 - - º- - - -- - --

[SDS] ____ _ 
rsos:ii---•1 

Figura 15. Esquema mostrando la disociación de la MmPPOI promovida por la presencia de SDS. 
A corresponde a los esquemas de los geles nativo y desnaturalizante con la enzima purificada teñidos con 

coonmsie: y en B se muestran dos esquemas que corresponden al gel nativo teñido por actividad y al 
desnaturalizante teñido con coomasie, ambos con la enzima incubada a diferentes concentraciones de SDS. 

Por último, retomando el punto de que la bacteria M. 111ecliterrt111ea expresa <.los 

polifenoloxidasus y considerando que durante el intercambio aniónico separamos dos picos, uno 

con actividad de lncasa y el otro con actividad de tirosinasa, decidimos realizar un experimento para 

determinar sus cinéticas <.le inducción durante el crecimiento del cultivo, ya que de ser diferentes se 

simplificnríu la purificación. Para lograr esto, hicimos el seguimiento del crecimiento del cultivo 

cuantificnndo el contenido total <.le proteína, además de medir la actividad de lacasa y la de 

tirosinasa (Figura 16). 

Es importante notar que la curva de crecimiento (Abs 600 nm) siguió el mismo 

comportamiento que la curva para proteína, con lo cual pudimos descartar la posibilidad de que 

ciertos polímeros producidos por la bacteria pudieran interferir con In medición 

espectro fotométrica. En cuanto a la actividad de In MmPPO 1, observamos que esta se induce n las 

tres horas de cultivo y llega n su máximo al inicio de la fase estacionaria. doce horas después <.le la 

inoculación. En contraste. la actividad de tirosinasa se induce 1mis lentamente al llegar a la fase 

pre-estacionaria y se incrementa finalmente en fase estacionnria. Este comportamiento coincide con 

la melanización del cultivo, uno <.le los efectos esperados de la presencia de la tirosina. Con este 
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experimento pudimos concluir que preparar el extracto cuando el cultivo entraba en fase 

estacionaria seguía siendo la mejor opción pues es en este momento cuando se obtiene Ja mejor 

relación entre las dos actividades . 

.---------------------. 0.06 

0.0001 

0.1 • 
_..-V v V 

:/ / 
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OMi 

!.
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0.02 g¡ 

./ º" i 
1 .._ _ _..:::;;.. ....... º;;_/ _ _._ _ __. __ ..._ _ _,_ _ _,_ __ ._. º·ºº ~ 

o 3 6 9 12 24 

0.05 100 

Tiempo (h) 

Figura 16. Gnífico en el que se muestra el crecimiento de la bacteria 1W. mediterrcmea y la producción de 
proteína totnl, lacasa y tirosinasa durante las diferentes fases de su crecimiento. 

7.2 CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA 

Una vez que la enzima fue purificada, comenzamos con su caracterización bioquímica. Con 

el objetivo de verificar su rnngo de actividad, se probaron sustratos típicos de lacasa y tirosinasa 

1100 l. Los sustratos típicos de !acusa fungal que se usaron fueron: 2,6-DMP. catecol. 

siringaldazina, guayaco!, ferrocianuro de potasio, ABTS, catequina, ácido elágico, narigenina, ácido 

fcrúlico, n-propilgalato. cpicatequina. 1-hidroxibenzotriazol y ácido gálico, de los cuales solo los 

seis primeros fueron oxidados por la enzima. Los sustratos típicos de tirosinasa que se probaron 

fueron: L-dopa, tirosina, ¡ícido vanillico y ácido siríngico, de los cuales solo L-dopa fue oxidado. 

Otros sustratos probados fueron una serie de colorantes comerciales (ver listado en materiales y 

métodos) que se ha reportado son oxidados por !acusas fungales, sin embargo, ninguno de ellos fue 

sustrato para la enzima MmPPO 1. 
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7.2.1 Perfiles de pH 

Para los sustratos fenólicos (2,6-DMP, siringaldazina y catecol) y no fenólicos (ABTS y 

ferrocianuro de potasio) que fueron oxidados por la enzima se realizaron los perfiles de pH. Al 

mismo tiempo se hicieron los perfiles de pH para los mismos sustratos pero usando una lacasa 

fungal (Corio/opsis gallica), con la finalidad de compararla con MmPPO 1 (Figura 17). 

En cuanto a los sustratos fenólicos, la MmPPO 1 siguió el mismo comportamiento bifásico 

común a todas las lacasas fungales pero con ciertas particularidades. En primera instancia; los 

valores de pH óptimo para todos los sustratos se desfasaron hacia lo básico en por lo menos una 

unidad, por ejemplo para sustratos como 2,6-DMP y catecol, el pH óptimo de la !acusa fungal fué 4 

mientras que el pH óptimo para la MmPPO 1 fue 5 (Figuras 17 A y 178); respecto a la 

siringaldazina. el valor de pl-1 óptimo se desfasó en tres unidades. ya que para la fungal fué 4, 

mientras que para la polifenoloxidasa de M. mediterranea fué 7 (Figura l 7C). En cuanto a los 

sustratos no fenólicos, los valores de pl-1 óptimo para la MmPPO 1 respecto a la lacasa fungal 

también se desfasaron hacia lo básico en dos unidades tanto para el ABTS como para el 

ferrocianuro de potasio (Figuras 170 y l 7E). La otra diferencia importante que encontramos fué 

que las lacasas fungales, incluyendo la de C. gal/ica, no son activas a pH 7, mientras que la 

MmPPO 1 si presentó actividad importante a este pH, por ejemplo para catecol y 2,6-DMP la 

enzima conservó alrededor del 80 % de actividad, mientras que para siringaldazina éste fué su pH 

óptimo; en cuanto al ferrocianuro de potasio y ABTS, la MmPPO 1 conservó el 20 % de actividad a 

pH 6, mientras que la de C. gallica estaba ya completamente inactivada (Figura 17). 

Respecto a las diferencias encontradas entre los perfiles bifásicos que ambas enzimas 

presentaron para sustratos que se protonan, en la figura 17 se observa que el valor de pH óptimo 

varía dependiendo de la enzima y el sustrato, no obstante hay una tendencia de la enzima MmPPOI 

a ser activa a valores de pH 1mís básicos a diferencia de la lacasa fungal la cual a pH 6 está 

totalmente inactivada. Esta diferencia puede explicarse en función de dos efectos opuestos: uno es 

el potencial redox del sustrato y el segundo es la inhibición del sitio T2 por hidroxilos. En cuanto al 

primer componente, a medida que aumenta el pH, los sustratos se desprotonan teniendo como 

consecuencia una disminución en su potencial redox, lo que hace cada vez más fácil su oxidación, 

este efecto se refleja en la primera parte de la curva pues a medida que aumenta el pH, incrementa 

la actividad hasta llegar a un valor máximo. El segundo factor que es dependiente unicamente 
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Figurn 17. Perfiles de pl-1 para la polifcnoloxidasa de 1W.111editerra11ea (MmPPO) (-"'-)y de In 
( -- • -- ) lacasa de Corio/opsis gallica con sustratos fcn61icos: A) 2,6-DMP, B) catecol y C) siringaldazina: 

y no íenólicos: D) ABTS y E) ferrocianuro de potasio. 

de la enzima se refiere a la inhibición por acción del ión hidroxilo, el cual se une al cobre del sitio 

T2 interfiriendo con la transferencia de electrones al interior de la enzima. Este efecto se observa 

después de alcanzar el máximo de actividad, de tal forma que a medida que el pH se alcaliniza con 

la consecuente acumulación de hidroxilos, se incrementa el efecto inhibitorio hasta llegar a la 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

54 



pérdida total de la actividad. En el cuso de sustratos que no se protonan como ABTS, la actividad 

es independiente del potencial redox del sustrato, observándose solo el efecto inhibitorio 

ocasionado por hidroxilos, correspondiente a la segunda fase en la curva bimodal, el cual dependerá 

de las características de la enzima únicamente. Para los dos sustratos no protonables ensayados con 

la MmPPO J se observó un comportamiento diferente al de las lacasas fungales, ya que las curvas 

pura ambos sustratos son bimodales, si bien la primera parte de la curva no es un efecto debido al 

pl-1 sobre los sustratos ya que estos no se protonan, lo que indica es que en la MmPPO 1 hay 

diferencias estructurales que afectan el comportamiento de la enzima de manera distinta a las 

)acusas fungales. 

7.2.2 Tolerancia a sales 

Hasta aquí habíamos demostrado que la PPO de M. mediterranea es activa a pH 7, la cual 

es una propiedad que muy pocas lacasas presentan, ya que la gran mayoría trabajan a valores de pl-1 

menores a 7 por lo que son llamadas enzimas ácidas. Esto llamó nuestra atención pues las lacasas 

que son activas a pl-1 neutro son utilizadas en la fabricación de microelectrodos. Sin embargo, las 

lacasas usadas para esta aplicación además de ser activas a pl-1 neutro, también deben tolerar 

concentraciones de cloruro de sodio de alrededor de 100 mM, lo cual resulta otra limitante pues las 

lacasas son inhibidas por haluros. Dado que la PPO de M. mediterranea cumplía con el primer 

requerimiento y pensando en que por su origen marino podría ser una enzima tolerante a elevadas 

concentraciones de sal decidimos realizar experimentos de tolerancia a sales para corroborar o 

descartar esta hipótesis. 

Para los experimentos de tolerancia a sal, probamos sales como NaCI, KCl, (NH~hSO~ y 

NaH2PO~. Para esto se tomaron alicuotas de la enzima, se incubaron con cada sal a diferentes 

concentraciones (0-1 M) y después de cinco o sesenta minutos su actividad residual fue evaluada 

cspectrofotométricamente u pH 5, usando 2.6-DMP como sustrato. Los resultados se muestran en 

la figura 18, en donde se observa que después de incubar con las diferentes sales durante cinco 

minutos pura el caso de sulfato de amonio (Fig. l SC) y fosfato de sodio (Fig. l SD), la actividad se 

mantuvo casi en su totalidad a concentraciones de 0.05 a 0.2 M aunque se observó un decremento 

significativo a concentraciones de 0.5 y 1 M. En cuanto al cloruro de potasio (Fig. l SA) y cloruro 

de sodio (Fig. 188), la actividad enzimática disminuyó conforme la concentración de sal fue 

aumentada e incluso a concentraciones muy altas de sal ( 1 M). se conservó alrededor del 10% de 

TESIS CON 
.FALLA DE ORIGEN 

---1 

55 



actividad. El mismo efecto ocurrió después de incubar la enzima durante sesenta minutos. por lo 

que concluimos que su estabilidad no era afectada después de una hora de incubación. 
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Figura 18. Tolerancia a diferentes sales para la laeasa de M.111edirerra11ea después de incubar durante cinco 
( • ) y sesenta minutos (O ). 

Una vez que demostramos que la lacasa de M. mediterranea es activa a concentraciones de 

NaCl mayores a 0.1 M. realizamos nuevamente los experimentos de tolerancia a sal tanto a pH 5 

como a pH 7 usando diferentes haluros (cloruro de sodio, fluoruro de sodio y bromuro de potasio). 

Para efectuar estos ensayos. la enzima fue incubada durante diez minutos en presencia del haluro a 

concentraciones de 0.05 a 1 M. y después se midió la actividad residual espectrofotométricamente 

usm1do como sustrato 2.6-DMP. 

En la figura l 9A se muestran los resultados del experimento realizado a pH 5, en este 

gnífico se observa que el fluoruro de sodio inhibió de manera importante la actividad de la 
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MmPPO l, ya que a concentraciones de 0.05 M sólo se conservó el 1 o/o de actividad; en el caso del 

cloruro de sodio, a medida que se aumentó su concentración, Ja actividad disminuyó. No obstante a 

0.1 M la enzima conservó el 83% de su actividad e incluso a 1 M de sal retuvo el 27% de actividad. 

Para el bromuro de potasio, la actividad se mantuvo casi al 100% en todas las concentraciones pero 

disminuyó en un 44% con 1 M de sal. En cuanto al experimento efectuado a pH 7, los resultados se 

muestran en la figura 198, en donde se aprecia que con tluoruro de sodio, a la concentración más 

baja se conservó el 11 % de actividad. es decir, la enzima fue más activa que a pH 5; en cuanto al 

cloruro de sodio, la actividad no experimentó cambios importantes ya que a todas las 

concentraciones esta pareció mantenerse del 70 al 80%; por último para el caso del bromuro de 

potasio la actividad pareció no haber experimentado disminución significativa, oscilando entre 

valores del 88 al 95%. 
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Con base en la información obtenida en este último experimento pudimos observar un claro 

efecto inhibitorio a los dos valores de pH probados, ocasionado por la presencia de los diferentes 

halogenuros. Este tipo de inhibición ha sido reportado para polifenoloxidasas del tipo de las 

lacasas, y se ha confirmado que iones como el fluoruro se unen al sitio T2 de estas enzimas 

interrumpiendo así la transferencia de electrones del sitio TI al T2/T3 1641. En el caso de este 

experimento, aunque a ambos valores de pH hubo inhibición, es importante notar que a pH 5 este 

efecto fué mayor que el obtenido a pH 7 para todas los haluros a todas las concentraciones (Figura 

19). Esto podría explicarse en función de que a pH neutro la concentración de hidroxilos es más 

elevada y dado que estos, al igual que los halógenos se unen al sitio T2 inhibiendo la actividad 

enzimática, podría estar ocurriendo una competencia entre ambos iones por ocupar el sitio T2, 

efecto que se ve reflejado en el incremento de la actividad enzimática. Este mismo resultado fue 

reportado por Xu. quien comprobó que para diferentes !acusas fungales a medida que se alcalinizaba 

el pH en presencia de fluoruro, se hacía más débil la inhibición por este ión debido a que los 

hidroxilos se unían de manera competitiva al centro T2/T3 11191. 

Después de realizar los ensayos de tolerancia a halogenuros, se efectuó el cálculo del valor 

de 150, definido como la concentraci6n de sal a la cual es inhibida la actividad enzimática en un 

50%. Los valores calculados para la MmPPO 1 se compararon con 150 de lacasas fungales (Tabla 

10), encontrando que la polifcnoloxidasa de M. mediterranea es significativamente más estable que 

las lacasas fungales en todos los tratamientos, lo cual indica que la enzima necesita mayores 

concentraciones de sal para ser inhibida y por tanto su tolerancia a sal es mayor que la presente en el 

resto de las lacasas fungales. 

Tabla 1 U. Tabla comparativa de 1~11 de la MmPPO 1 y lacasas fungalcs con diferentes halogcnuros ( 118 (. 

NaF 

NaCI 

NaBr 

KBr 

tvla ri 1101111111as 
111editerra11ea 

8.1 

547 

2000 

Trametes 
l'i//osa 
0.02 

40 

200 

Rhi:.octo11ia Myce I ioph tlwra Scytalitlium 
solcmi thermophila t llermoph i / 11111 
0.02 0.05 0.5 

50 600 0.4 

200 1600 5 



En función de los resultados obtenidos, llegamos a la conclusión de que la PPO 1 de M. 

111editerra11ea es una enzima que muestra propiedades muy interesantes distintas a las de las lacasas 

fungales ya que es activa a pH neutro además de ser tolerante a diferentes halogenuros. Ambas 

características la convierten en una enzima potencialmente importante en biotecnología. 

7.2.3 Determinación de constantes cinéticas 

Para aquellos sustratos que fueron oxidados por la MmPPO 1, y cuyo pH óptimo había sido 

determinado, se realizó el cálculo de las constantes cinéticas. Para lo cual primero ~e obtuvo la 

concentración de la enzima mediante el cálculo de los sitios activos utilizando un inhibidor (azida 

de sodio). El cálculo de los sitios activos se realizó como se explica en la metodología' y se obtuvo 

un valor de concentración de 1.03 µM. 

Los valores de las constantes cinéticas para la PPO 1 de M. mediterranea y una lacasa fungal 

(Coriolus hir.1·11111s) se resumen en la tabla 11. Es importante notar que la MmPPO 1 fue capaz de 

oxidar sustratos fenólicos (siringaldazina, catecol y 2,6-DMP) y no fenólicos (ABTS y ferrocianuro 

de potasio) típicos de lacasas fungales, mostrando mayor eficiencia catalítica para los fenólicos 

lsiringaldazina, seguida de catccol y 2,6-DMP); a diferencia de la lacasa fungal la cual oxidó con 

mayor eficiencia catalítica un sustrato no fenólico (ABTS) seguido de los fenólicos (2,6-DMP, 

siringaldazina. guayaco( y catecol). lnteresantemente, no todos los sustratos fenólicos típicos de 

lacasas fungales fueron oxidados por la enzima, tal es el caso del guayaco(. Otro resultado 

interesante fue que esta enzima oxidó L-dopa, que es un sustrato típico de tirosinasa, con mayor 

eficiencia catalítica que otros sustratos como ABTS. a diferencia de la lacasa fungal, la cual no fue 

capaz de oxidarlo. También la tirosina. que es sustrato típico de las tirosinasas fue oxidado por la 

MmPPO 1 pero solo en presencia de L-Dopa, por lo que sus constantes cinéticas no fueron 

determinadas. En función de este análisis comparativo llegamos a las siguientes conclusiones, 

primero que aunque la MmPPO 1 oxidó sustratos típicos de lacasas fungales, presentando 

preferencia por sustratos que no son típicos de lacasas de hongo, tal es el caso de la L-dopa; en 

segunda instancia que las eficiencias catalíticas de la MmPPO 1 para sustratos como ABTS y 2,6-

DMP que son sustratos usados con elevadas eficiencias catalíticas por lacasas fungales, fueron muy 

bajas a comparación de las mostradas por la lacasa fungal: y finalmente que la MmPPOI oxidó un 

mayor número de sustratos que no son comunes a las lacasas fungales (L-dopa y f'crrocianuro de 

potasio). 
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Tublu 11. Constantes einélieus pura la polifenoloxidusa de M. 111editern111ea 
y la lucasa de Corio/us hirs11111s / / 05 ]. 

Polif'cnoloxidusu 1U. mediterranea Lucusu Coriolus hir.mt11.~ 

Sustrato K"' k •. ,u kn/Km K,,. kl'tl, kcc/K,,, 
(¡tM) es·•¡ (¡tMJ (s'') 

Siringaldazina 1.57 19.14 12.19 142.7 I07 0.75 

Calccol 99.5 50.28 0.505 39.9 7.49 0.19 

2,6-DMP 173.2 28.8 0.166 53 126 2.38 

L-Dopu 208 20.73 0.099 ND - -
Ferrocianuro de potasio 1936 161.34 0.0833 ND - -

ABTS 4837 28.74 0.0059 56.7 260 4.59 

Guaiacol - - - 10.9 2.24 0.21 

Tirosina - - - - - -

7.2.4 Potencial rcdox 

Al realizar el análisis de secuencia primaria de MmPPO 1 y compararlo con las secuencias de 

la ascorbato oxidasa y otras !acusas fungales, encontramos que la enzima presentaba como ligando 

axial, que coordina una de las histidinas del sitio TI. una metionina, al igual que la ascorbato 

oxidasa. en lugar de tener una fenilalanina o leucina como ocurre en el resto de las lacasas fungales 

con elevado potencial redox, lo cual aunado al hecho de que esta enzima presenta adem¡ís un grupo 

de histidinas adicional ausente en otras Incusas. era indicativo de que la geometría de coordinación a 

histidinas en el sitio T 1 sería distinta a la de las otras lacasas. 

Aderrnís del análisis de secuencia. la evidencia bioquímica obtenida hasta el momento nos 

llevo a preguntarnos cuál sería el potencial redox de la MmPPO. Para efectuar su determinación se 

utilizó un electrodo de platino midiendo a una velocidad de 500 mV/min, usando como estandar una 

solución de KN03 0.1 M ( 1 mi) y K.1LFe(CN),d ( 1 mi). El valor de potencial redox para la 

polifenoloxidasa de M. mediterranea fue de 0.9 V, el cual fue elevado, ya que los valores de 

potencial reportados para las lacasas fungales están dentro del rango que va de 0.4 a 0.8 V (Tabla 

12) l 120]. 

El potencial redox elevado, de derta manera había sido inferido con base a la evidencia 

bioquímica encontrada y al hecho de que la MmPPO 1 tiene un grupo de histidinas adicional ausente 

en las demás lacasas, no obstante el hecho de qué la enzima presentara una metionina coordinando 
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una de las histi<linas del sitio T 1. nos hace pensar que si bien en las !acusas fungales tiene gran 

influencia sobre el potencial redox, en este caso no podemos explicarlo en función de la secuencia 

primaria. No obstante, es importante dejar claro que la MmPPOl tiene un potencial redox más 

elevado que el resto de las lacasas fungales hasta ahora reportadas. 

Tabla 12. Potencial rcdox de diferentes enzimas dependientes de cobre [ 120). 

Potencial re<lox Alineamiento de secuencia de dos ligandos 

Enzima Eº (V) del sitioTl 

Ascorbato oxidasa de Zucchini 0.34 5061-1 e 1-1 E p H L 1-1 M G MSl7 

Myceliopht/10ra thermophila 0.47 5021-1 e 1-1 A w H V s G G LSIJ 

Scytalidi11111 thermophi/11111 0.51 so6H e 1-1 A w H V s G G LSl7 

Rhizoctonia solani (4) 0.71 4591-1 e 1-1 D w H L E .A G L410 

Trametes vi/losa 0.78 m1-1 e 1-1 D F H ,L E A G f"63 

Trametes versico/or 0.79 4511-1 e 1-(, o F H. L, E A G f"62 

Coriolus hir.wtus 4711-1 e H D F H': L E G G f"K2 

PPO 1 Mari110111onas mediterranea 0.9 º"H e 1-1 :1 L D 1-1 E D Q G M65R 

7.2.5 Ensayos de inhibición 

Con el conocimiento de que algunos inhibidores de enzimas dependientes de cobre inhiben 

la actividad de lacasa, probamos su efecto sobre la MmPPO 1. Los inhibidores utilizados fueron 

azida de sodio, cianuro de potasio, EDTA. L-cisteína y SOS. Los ensayos de inhibición se 

efectuaron incubando la enzima con diferentes concentraciones de inhibidor (0.1-200 mM) durante 

1 O minutos y después se determinó la actividad residual espectro fotométricamente utilizando como 

sustrato 2,6-DMP. En la tabla 13 se presentan los resultados <le este experimento, donde es 

importante destacar que todos los inhibidores tuvieron un efecto en la disminución de la actividad 

enzimática, siendo la uzida de sodio. L-cisteína y cianuro de potasio los que inhibieron totalmente a 

concentraciones de 0.1, 1 y 5 mM respectivamente; mientras que el SDS a la concentración de 5 

mM inhibió en menor grado (56%). De todos los inhibidores. el EDTA fue el único que mostró 

tener un erecto diferente sobre la actividad de esta enzima, ya que mientras que para otras· lacasus 

fungales, la actividad fué inhibida en un 100% a una concentración de 0.1 mM, para esta enzima se 

requirieron concentraciones de 20 mM para inhibir solo el 68% de la actividad (dato no mostrado). 
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El hecho de que inhibidores como EDTA, que quelan cobre, inhibieran a MmPPOI a 

concentracines más altas que las de lacasas fungales sugiere que la unión del cobre en la PPO 1 de 

!vi. mediterranea es mucho más fuerte que en otras lacasas. En general, MmPPO 1 fue inhibida por 

inhibidores típicos de enzimas oxidasas dependientes de cobre. 

Tabla 13. Inhibición de la MmPPO 1 comparada con una lacasa ti.mgal (C. hirsutu.1·) ( 105(. 

Mari110111<J11l1S 111editerra11ea Corio/11s hir.1·11111s 

lnhibidor lnhibicilÍn (%) Conccntraci1ín (mM) lnhibicidn (%) Concentración (mM) 

Azida de sodio 100 0.1 100 0.1 

Cianuro de potasio 100 5 97 5 

EDTA o 0.1 100 0.1 

L-cistcína 85 0.1 100 0.1 

sos 56 5 41 5 

7.2.S Ensayos de tcrmocstabilidad 

Durante los experimentos que efectuamos para corroborar si la proteína era un multímero 

encontramos que la enzima, aún después de ser incubada a 85ºC con SDS y mercaptoetanol, seguía 

siendo activa, lo cual sugirió la posibilidad de que se tratara de una proteína termoestable, por lo 

que se determinó el perfil de temperatura y se realizaron ensayos de termoestabilidad con la enzima. 

Para determinar el perfil de temperatura de la enzima, se midió espectrofotométricamente la 

actividad enzimática en un rango de temperaturas de 25 a 85 ºC, utilizando como sustrato 2,6-DMP, 

tal como se indica en la metodología. El resultado de estos experimentos se muestra en la figura 20, 

en la cual puede verse primero, que la temperatura óptima para la enzima fue de 75 ºC y en segundo 

lugar, que a 85 ºC la enzima conservó el 68% de actividad. Existen algunos reportes de lacasas 

bacterianas 1741 y fungales 1631 que tienen temperaturas óptimas por encima de 60 ºC, las cuales 

son la excepción a la regla ya que en general, las lacasas tienen temperaturas óptimas entre de 30 y 

60 ºC y por encima de 70 ºC hay una pérdida total de la actividad (63(. 

En general, se ha reportado que las lacasas siguen un perfil de temperatura muy peculiar, ya 

que a medida que aumenta la temperatura también la actividad enzimática se incrementa hasta 

llegar al valor de temperatura al cual se pierde el plegamiento y como consecuencia la actividad 
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disminuye rápidamente. La pérdida abrupta de actividad generalmente ocurre a temperaturas de 

alrededor de 55°C y es debida a un efecto de termoinactivación. Se piensa que la rápida pérdida de 

actividad que ocurre a temperaturas que van de 55 a 65ºC puede deberse a la liberación del cobre 

tipo 2. el cual está completamente ausente a 70ºC 1631. En cuanto a los sitios TI y T3, ha sido 

comprobado que son completamente desintegrados a temperaturas mayores de 70ºC, pero que estos 

permanecen integras a temperaturas entre 60 y 70ºC, condiciones bajo las que también la estructura 

proteica es mantenida 163 ]. 
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Figura 20. Perfil de termpcruturn puru la lacasa de M. mediterrcmea. 

Dudo que esta enzima mostró un perfil de temperatura interesante, decidimos verificar su 

termoestabilidad, para lo cual fue incubada a 40, 50, 60, 70 y SOºC durante una hora. y cada diez 

minutos se determinó espectrofotométricamente la actividad enzimática, usando como sustrato 2,6-

DMP. El resultado de estos ensayos se muestra en la figura 21. en la cual es importante observar 

que los tiempos de vida media estimados pura la enzima fueron los siguientes: 60.9 min, 50ºC: 43.4 

min, 60ºC: 27.5 min, 70ºC: y 3.8 min. SOºC. Con estos resultados concluimos que la enzima 

mostró una termoestabilidad importante u 70 ºC. mientras que la mayoría de las lacasas fungules ya 

no son activas a esta temperatura 1631. 
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8. CONCLUSIONES 

El estudio de las !acusas bacterianas es reciente, y por esta razón se desconocen muchas de 

sus características bioquímicas y relaciones fílogenétícas. Como ya se mencionó, se han reportado 

pocas especies de bacterias que presentan actividad de lacasa: Mari110111011as mediterranea [ 1001, 

Azospirilft1111 /ipofemm [40 [, Bacil/11s splwericus [ 171, Phor111idi11111 valderia1111111 [ l 041, Bacillus 

subtilis [ 53 [ y Streptomyces grise11s [281. 

En este trabajo reportamos los resultados de la purificación y caracterización bioquímica de 

la lacasa de M. mediterranea (MmPPO 1 ), la cual es capaz de oxidar sustratos típicos de lacasa y 

tírosínasa 1100 l. La evidencia bioquímica nos permitió compararla con otras lacas as bacterianas y 

fungales, encontrando algunas similitudes así como diferencias significativas. 

En cuanto a los perfiles de pH para los sustratos ensayados con la poli fenoloxídasa 

bacteriana, mencionamos con anterioridad que en el caso de sustratos fenólícos obtuvimos curvas 

bímodales típicas de !acusas fungales pero con características únicas, ya que el pH óptimo de la 

MmPPO 1 para todos los sustratos se desl'asó hacía valores más b¡ísicos, conservando su actividad a 

pH neutro, valor al cual las !acusas fungales ya no son activos. Para los sustratos no fenólícos 

ensayados, las curvas de pH fueron bimodales, a diferencia de las fungales, cuyo perfil típico 

corresponde solo a la segunda parte de la curva, ya que se trata de sustratos que no se ionizan. Este 

comportamiento pensamos que se debe a características estructurales únicas de Ja enzima. 

Adicionalmente. el pH cíptimo de la MmPPOI para estos sustratos se desfasó hacía valores básicos. 

tal como ocurrió c:on los sustratos fcncílícos. Respecto a las lacasas bacterianas, se ha reportado que 

la lacasa de Streptomyces grise11.1· sigue un perfil de pH bimodal típico de lacasa fungal para el 

sustrato dimetoxifenol, mostrando las mismas peculiaridades que la MmPPOI en los siguientes 

aspectos: primero, su pH cíptimo fue 6; y el segundo es que conservó el 40% de su actividad a pH 8 

mostrando un desfasamiento hacia valores de pH básicos [281. En cuanto a los sustratos no 

fenólicos, no existen reportes de perfiles de pH con lacasas bacterianas. 

Referente a los experimentos de tolerancia a sal, también mostramos que la MmPPO 1 

presentó actividad a concentraciones de haluros mayores a 100 mM, a las cuales las lacasas 

fungales ya no muestran actividad o tienen un decremento importante de la misma ocasionado por 

la inhibición por haluros. Al comparar los valores de 150 de varias lacasas fungales para diferentes 

halogenuros con los de la MmPPO l, encontramos que estos son mayores para la poli fenoloxídasa, 
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lo cual significa que se necesita mayor concentración de sal para inhibir la actividad de la MmPPO 1 

a diferencia de las lacasas fungales, por lo que su tolerancia a sal es más elevada. Lo anterior refleja 

que hay diferencias estructurales en el sitio activo de la MmPPO 1 a comparación de las lacasas 

l'ungales, que probabelmente esten relacionadas con la existencia de ciertos aminmícidos en el sitio 

TI que impiden el acceso de iones muy electronegativos al sitio T2(f3, mismos que estan ausentes 

en el resto de las lacasas fungales. Por otra parte, para otras !acusas bacterianas no existen reportes 

de tolerancia a sal. 

Las diferencias entre la MmPPO y las lacasas fungales se reflejaron también en las 

constantes cinéticas, pues esta enzima mostró una baja eliciencia catalítica para la mayoría de los 

sustratos que son fácilmente oxidados por lacasas fungales. En contraste, fue capaz de oxidar L­

dopa, que no es oxidada por ninguna lacasa fungal, con una eficiencia catalítica mayor que para 

otros sustratos fenólicos típicos de lacasas de hongos como ABTS. Otra diferencia importante es 

que la eficiencia catalítica de la MmPPO 1 está determinada por la afinidad de la enzima por sus 

sustratos (K,,,), lo cual significa que los sustratos que son oxidados con mayor eficiencia catalítica 

son aquellos que presentan valores de K,,, menores: mientras que para la lacasa fungal de Coriolus 

llirsutus, la eficiencia catalítka está dominada por la k, . .,,, ya que los sustratos oxidados con 

eficiencias catalíticas mayores son los que presentan valores de kC<ll más elevadas. En el caso de la 

MmPPO 1, la dependencia de la eficiencia catalítica por la K,,, .. así como la afinidad que presenta 

para sustratos típicos de otras polifcnoloxidasas. rellejan claramente que la catálisis y por lo tanto 

el mecanismo catalítico de la MmPPO 1 es diferente al de las lacasas fungales. 

Por otro lado, para las lacasas bacterianas hay poca información referente ni rango de 

sustratos que utilizan y a sus constantes cinéticas. Se ha reportado que los valores de K,,, para la 

Incusa de Bacill11s subtilis con los sustratos siringaldazina y ABTS son 26 ~tM y 106 ~tM 

respectivamente, los cuales al ser comparados con los de la MmPPO 1 indican que la lacasu de B. 

subtilis es 45 veces más ufin u ABTS. mientras que MmPPO 1 es 16 veces más afin u siringaldazina 

1741. También se sabe que la lucasu de Azospiri/111111 lipoferum es capaz de oxidar siringalduzina, 

ABTS y p-fenilendiumina, aunque solo se reportó el valor de K,,, para siringaldazinu, el cual es 

34.65 ~tM, que está en el mismo orden de magnitud que el de B. subtilis L22]. En otro trabajo, se 

demostró que la lacasa de S. griseus es capuz de oxidar L-dopa. sin embargo no oxidó sustratos 

como guaiacol, siringaldazina o compuestos p-difenólicos 1281, y aunque esta enzima mostró 

perfiles de pH y temperatura interesantes, el hecho de que no oxide compuestos comunes al resto 

de las !acusas, nos hace dudar seriamente de su identidad como lacasa. 
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Al analizar el perfil de temperatura para la MmPPO 1, encontrarnos que su temperatura 

óptima de 75ºC, mientras yue las temperaturas óptimas para las lacasas fungales van de 30 a 60ºC 

máximo. Este valor coincide con la temperatura óptima reportada para la lacasa de la bacteria B. 

subtilis la cual es también de 75ºC 1531. Además, la MmPPO 1 resultó ser termoestable, ya que a 

70ºC su tiempo de vida media estimado fue de 27.5 minutos. Con base en los ensayos efectuados 

con SDS, pensamos que la termoestabilidad de la MmPPO 1 podría explicarse en función de yue la 

proteína es un multímero que aunque es lábil a la acción del SDS, confiere propiedades de 

termoestabilidad que las !acusas fungales no muestran. Sin embargo, con estos experimentos no 

pudimos concluir que la MmPPO 1 es un multímero. En cuanto a las lacasas bacterianas, ha sido 

reportado que la de A. lipoferum también es termoestable, ya que su tiempo de vida media estimado 

a 70ºC es de 43 minutos, y que esta termoestubilidad es atribuída u su naturaleza multimérica, pues 

la enzima está formada por una cadena catalítica y dos cadenas estructurales 140 l. 

Como mencionamos en la sección de resultados respecto a los inhibidores que fueron 

ensayados para la MmPPO J, encontramos que el efecto inhibitorio fue similar al reportado para 

otras lucasas fungales, a excepei6n del EDTA, el cual inhibió la actividad de esta enzima pero solo a 

concentraciones muy elevadas, lo cual nos llevó a pensar que debido a que se trata de un compuesto 

que quela cobre. la uni6n del metal en esta enzima es mucho más fuerte a la observada en otras 

!acusas. Para las lacasas bacterianas no hay reportados datos de inhibición. 

En relación a la secuencia primaria de h1 MmPPO 1, también presentó ciertas diferencias al 

compararla con otras lacasas fungales y bacterianas. En primer lugar, al efectuar los alineamientos 

de la MmPPO 1 encontramos que la enzima guardaba mayor similitud con otras enzimas multicobre 

que con lacasas bacterianas o fungales, mostrando valores de identidad bajos, que van del 13 al 

26%. En general, las regiones de secuencia que alinean con otras lacasas corresponden a los grupos 

de histidinas que coordinan la unión a cobre y a otros aminoácidos cercanos, firmas que están 

conservadas en todas las enzimas multicobre. Al alinear la secuencia de MmPPOI con las dos 

secuencias de lacasas bacterianas reportadas hasta el momento. encontramos que mostró una 

identidad del 22% para la !acusa de B .. mbtilis y del 23% para S. griseus, guardando similitud 

únicamente con las regiones conservadas en todas las enzimas multicobre. Respecto a las 

diferencias significativas encontradas a nivel de secuencia, es importante mencionar que aunado a 

que esta enzima presenta un cluster de histidinas adicional, como fue reportado por Sánchez-Amut, 

también presenta una rnetionina que pudiera funcionar como quinto ligando del Cu TI que está 
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presente en otras enzimas multicobre pero no en el resto de las lacasas. La importancia de esta 

metionina y del grupo de histidinas adicional nos hace suponer que ésta enzima prescrita una 

geometría del sitio catalítico diferente a la reportada hasta el momento, lo cual sustenta el 

comportamiento bioquímico tan partícular y único de esta enzima. 

Así pues, la versatilidad de la enzima para oxidar sustratos típicos de otras 

polifenoloxidasas, su tolerancia a elevadas concentraciones de sal. su termotoleraneia, su actividad a 

pl-1 neutro y su elevado potencial redox, aunados a los motivos de secuencia que solo están 

presentes en esta enzima, nos han llevado a plantear la posibilidad de que la PPO 1 de M. 

mediterranea sea una polifenoloxidasa y no una lacasa bacteriana como ha sido reportado en 

trabajos anteriores. Al respecto. pensamos que es importante realizar un análisis filogenético de las 

lacasas bacterianas reportadas hasta el momento. el cual permitiría ubicar a la MmPPO 1 ya sea 

como una lacasa verdadera o como una polirenoloxidasa. No obstante resulta complicado efectuar 

un estudio de esta naturaleza dado que a la fecha solo se han reportado tres secuencias de lacasas 

bacterianas, que incluyen la de M. mediterranea, B .. 1·11bti/i.1· y S. gri.l'eus, por lo que una solución al 

problema sería comparnr las secuencias de las lacasas bacterianas con otras polifenoloxidasas o 

enzimas multicobre para establecer su l'ilogenia como integrantes de un nuevo grupo de 

polifenoloxidasas. 

Por último. dado que la MmPPO 1 presenta una gran versatilidad para oxidar sustratos 

típicos de otras polifenoloxidasas, es tolerante a elevadas concentraciones de haluros, es activa a pH 

básico, es termotolerante y tiene un elevado potencial redox. podemos concluir que la enzima 

presenta propiedades potencialmente aplicables en diversas áreas biotecnológicas. 
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