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I. RESUMEN 
 

La búsqueda de nuevas tecnologías ecológicas y eficientes para reemplazar los 

métodos convencionales no sostenibles de degradación de contaminantes en 

efluentes de aguas residuales ha aumentado el interés en la investigación enzimática. 

En este contexto, las enzimas lacasa (EC1.10.3.2) son agentes catalizadores 

biológicos y benignos útiles para la biorremediación al degradar los compuestos 

tóxicos como compuestos fenólicos y no fenólicos, utilizando oxígeno molecular 

mediante un mecanismo catalizado por radicales, en otros metabolitos intermedios 

menos tóxicos o inocuos. Dado que la búsqueda de fuentes de enzimas lacasa con 

actividad eficiente se torna apremiante, en este estudio titulado: “Expresión del 

transgén sintético Lac2 de Gaeumannomyces graminis var. graminis en Escherichia 

coli y Pichia pastoris”, se realizó la clonación del transgén Lac2 que codifica la enzima 

lacasa mediante herramientas de ingeniería genética en el vector pET32a(+)® y 

pPICZαA® para su expresión en E. coli y P. pastoris, respectivamente. Se determinó 

que la lacasa recombinante Lac2 expresada en E. coli y P. pastoris con un peso 

molecular aparente de 64 kDa y 73 kDa, debido a las glicosilaciones, exhibe la 

actividad enzimática más alta en pH de 5.0 y 5.5 a una temperatura de 60 y 30 °C, 

respectivamente, con ABTS (ácido 2,2-azino-bis- (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico)) 

como sustrato. El análisis en presencia de iones metálicos muestra que la actividad de 

Lac2 recombinante aumentó con 10 mM de Cu2+ y Fe3+. Además, Lac2 recombinante 

presentó la capacidad de degradar más del 70% de colorante verde de malaquita sin 

la adición de algún mediador redox, lo que reduce la probabilidad de producir 

metabolitos que puedan ser más tóxicos que el mismo colorante. Hasta donde 

sabemos, este es el primer reporte de expresión de la proteína lacasa de 

Gaeumannomyces graminis var. graminis en E. coli y P. pastoris; por lo que los 

resultados obtenidos en la presente investigación se suman a resultados obtenidos 

con lacasas de otros organismos, las cuales pueden ser optimizadas para utilizarse en 

la industria bioenergénica o en bioremediación; además, estos resultados permitirán 

escalar la producción de lacasas en plantas para evaluar disminuciones de lignina en 

paredes celulares. 
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II. ABSTRACT 

 

The search for new eco-friendly and efficient technologies to replace unsustainable 

conventional methods of degradation of pollutants in wastewater effluents has 

increased interest in enzymatic research. In this context, laccase enzymes 

(EC1.10.3.2) are benign and biological catalytic agents useful for bioremediation by 

degrading toxic compounds such as phenolic and non-phenolic compounds, using 

molecular oxygen through a radical-catalyzed mechanism, in other intermediate 

metabolites. less toxic or harmless. Since the search for sources of laccase enzymes 

with efficient activity becomes urgent, in this study entitled: “Expression of the synthetic 

transgene Lac2 from Gaeumannomyces graminis var. graminis in Escherichia coli and 

Pichia pastoris”, the Lac2 transgene encoding the laccase enzyme was cloned using 

genetic engineering tools in the vector pET32a (+) ® and pPICZαA® for its expression 

in E. coli and P. pastoris, respectively. It was determined that the recombinant laccase 

Lac2 expressed in E. coli and P. pastoris with an apparent molecular weight of 64 kDa 

and 73 kDa, due to glycosylations, exhibits the highest enzymatic activity at pH 5.0 and 

5.5 at a temperature of 60 and 30 °C, respectively, with ABTS (2,2-azino-bis- (3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) as substrate. Analysis in the presence of metal 

ions shows that the activity of the recombinant laccase increased with10 mM of Cu2+ 

and Fe3+. In addition, recombinant Lac2 presented the ability to degrade more than 

70% of malachite green dye without the addition of any redox mediator, which 

represents a great advantage compared to other reported laccases because the 

probability is reduced to produce metabolites that may be more toxic than the same 

dye. As far as we know, this is the first report of expression of the laccase protein of 

Gaeumannomyces graminis var. graminis in E. coli and P. pastoris; therefore, the 

results obtained In the present investigation they are added to the results obtained with 

laccases from other organisms, which can be optimized for use in the bioenergy 

industry or in bioremediation; furthermore, these results will make it possible to scale 

the production of laccases in plants to evaluate decreases of lignin in cell walls. 
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III. INTRODUCCIÓN 

 

Las lacasas o fenol oxidasas (EC 1.10.3.2, p-difenol: dioxigenorductasa) son 

enzimas que catalizan la oxidación de una amplia variedad de compuestos orgánicos 

aromáticos (orto y para-difenoles, fenoles sustituidos con metoxi, polifenoles, aminas 

aromáticas, bencenetioles, hidroxiindoles , 1-naftol, siringaldazina y algunos otros 

compuestos no fenólicos) para producir radicales con la ayuda de cuatro átomos de 

cobre, que forman el núcleo catalítico principal de la enzima y promueven la reducción 

del oxígeno molecular a agua (Hilgers et al., 2018). Están compuestas por tres motivos 

parecidos a la cupredoxina y tienen dos centros de cobre. Cerca de la superficie de la 

proteína hay un centro monocúprico llamado sitio T1, que está coordinado por dos 

histidinas y una cisteína. El cobre tipo I es el que le da a la enzima su típico color azul 

y es ahí donde se produce la oxidación monoeléctrica del sustrato y por tanto es el 

primer aceptor de electrones. Internalizado en la proteína hay un grupo trinuclear, 

llamado sitio T2-T3, que tiene dos cobres T3 coordinados por tres histidinas cada uno 

y un centro T2 coordinado por dos residuos de histidina, al cual se transfieren los 

electrones y donde se lleva a cabo la oxidación del oxígeno molecular a agua (Baldrian, 

2006; Bento et al., 2005). Las enzimas lacasa tienen una alta variación en el potencial 

redox (E0), es decir, el tipo de sustrato puede cambiar de una lacasa a otra; esto 

provoca que exista una amplia gama de compuestos que pueden ser oxidados por 

ellas y que sea difícil clasificarlas según el sustrato reductor (More et al., 2011; 

Viswanath et al., 2014). 

Estas enzimas son casi ubicuas, es decir, están ampliamente distribuidas en 

varias plantas, insectos, un gran número de hongos, algunas bacterias y, más 

recientemente, en algas (Otto et al., 2010). La primera descripción de la lacasa la hizo 

Yoshida (1883) cuando la extrajo de los exudados del árbol de laca japonés Rhus 

vernicifera; posteriormente Bertrand (1885) la aisló y purificó (Thurston, 1994). Las 

lacasas fúngicas participan en la deslignificación, la esporulación, la producción de 

pigmentos, la formación de cuerpos fructíferos y la patogénesis en las plantas. Gracias 

a su alto potencial redox, han sido de gran interés en diversas aplicaciones industriales 
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y biotecnológicas que incluyen, mejoramiento de fibras, biosíntesis, aprovechamiento 

energético, protección ambiental, biodetección, degradación de tintes sintéticos, 

industria de impresión y teñido, pulpa de papel y biorremediación de algunos desechos 

químicos tóxicos (compuestos aromáticos clorados, hidrocarburos aromáticos 

policíclicos, nitroaromáticos y plaguicidas) en las aguas residuales (Agrawal et al., 

2018; Upadhyay et al., 2016). En este contexto, las lacasas tienen varias ventajas 

sobre otras enzimas; requerimientos de catálisis simple (presencia de sustrato y O2), 

alta estabilidad, ausencia de inhibición (como se observa con H2O2 para peroxidasa), 

y la posibilidad de utilizarlas en forma inmovilizada, utilizando diferentes tipos de 

soportes orgánicos o inorgánicos (Fortes et al., 2017). 

La obtención de lacasas de fuentes nativas no satisface las necesidades de los 

procesos industriales, además, los costos en los procedimientos de cultivo y 

depuración son muy elevados. Por esta razón, la expresión heteróloga de las lacasas 

se muestra como una alternativa prometedora, donde el uso de organismos 

hospedantes que son fáciles de cultivar y manipular genéticamente aumenta la 

productividad y disminuye el tiempo y costo de producción (Brijwani et al., 2010; 

Kunamneni et al., 2008). Bajo esta premisa, Escherichia coli es ampliamente utilizada 

como organismo huésped para la expresión de proteínas heterólogas; esto se debe a 

que es un sistema más económico y escalable, está caracterizado genéticamente y 

tiene altos niveles de producción, pero la expresión de proteínas recombinantes de 

alto nivel a menudo conduce a un plegamiento incorrecto de proteínas en cuerpos de 

inclusión, que carecen de actividad biológica. Por otro lado, Pichia pastoris es una 

levadura también utilizada en la expresión de proteínas heterólogas; se caracteriza por 

tener una tasa de crecimiento relativamente rápida en medios de cultivo baratos, 

además de que su principal ventaja es que realiza el correcto plegamiento de proteínas 

y la generación de modificaciones postraduccionales (Guo et al., 2017; Serrano et al., 

2016). El objeto de estudio de este proyecto es el análisis de la expresión del transgén 

sintético Lac2 Gaeumannomyces graminis var. graminis que codifica la enzima lacasa 

en Escherichia coli y Pichia pastoris para comprobar si se obtiene una proteína 

funcional en ambos sistemas. 
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IV. ANTECEDENTES  

 

4.1 Enzimas lacasa 

 

Las lacasas o fenol oxidasas son enzimas que catalizan la oxidación de una 

gran variedad de compuestos orgánicos aromáticos (orto y para-difenoles, fenoles 

metoxi-substituidos, polifenoles, aminas aromáticas, bencenotioles, hicroxindoles, el 

1-naftol, la siringaldazina y algunos otros compuestos no fenólicos) para producir 

radicales con la ayuda de cuatro átomos de cobre, que forman el núcleo catalítico 

principal de la enzima y promueven la reducción del oxígeno molecular a agua (Hilgers 

et al., 2018). Las lacasas (EC 1.10.3.2, p-difenol: dioxigenorduductasa) forman parte 

de este amplio subgrupo de oxidasas azules multicobre. Debe su nombre a que fue 

descubierta, hace más de un siglo, en el árbol japonés de laca: Rhus vernicifera 

(Thurston, 1994). Además de los compuestos ya mencionados, los compuestos 

metálicos inorgánicos/orgánicos Mn+2 y Fe (EDTA)-2 son otros sustratos capaces de 

ser utilizados por las lacasas en presencia de mediadores orgánicos de bajo peso 

molecular que forman radicales catiónicos altamente reactivos al ser oxidados, entre 

ellos encontramos al ABTS (2,2’azino bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato)) y el HBT (1-

hidroxibenzotriazol) (Rodríguez, 2019). Las enzimas lacasas tienen una alta variación 

en el potencial redox (E0), es decir el tipo de sustrato puede cambiar de una lacasa a 

otra; esto provoca que exista un amplio rango de compuestos que pueden ser oxidados 

por ellas y que sea difícil clasificarlas de acuerdo al sustrato reductor (More et al., 2011; 

Viswanath et al., 2014). 

En los estudios realizados para la caracterización de lacasas, el común 

denominador ha sido la multiplicidad de genes y la producción de numerosas 

isoenzimas en distintas especies. Las familias de genes probablemente producen 

proteínas estrechamente relacionadas que son sutilmente diferentes en sus 

actividades, permitiendo ampliar la gama de sustratos o mostrando una regulación 

diferencial (Johannes y Majcherczyk, 2000; Monssef et al., 2016). Además, se tiene la 

teoría de que algunos de los genes pudieran ser expresados en diferentes condiciones 

fisiológicas; sin embargo, a pesar de que se han estudiado algunas familias 
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multigénicas para la producción de este tipo de enzimas, sería interesante incrementar 

la búsqueda de nuevos argumentos para confirmar esta teoría (Schneider et al., 1999).  

La búsqueda de tecnologías de oxidación ecológicas y eficientes para 

reemplazar los métodos convencionales no ecológicos y no sostenibles ha aumentado 

el interés en la investigación enzimática. En este contexto, las lacasas presentan 

diversas ventajas, frente a otras enzimas; requisitos simples de catálisis (presencia de 

sustrato y O2), alta estabilidad, falta de inhibición (como se ha observado con H2O2 

para la peroxidasa) y la posibilidad de utilizarlas de forma inmovilizada, empleando 

diferentes tipos de soportes orgánicos o inorgánicos (Fortes et al., 2017). Por esta 

razón, en los últimos años se ha incrementado el uso de dichas enzimas en 

operaciones industriales y en aplicaciones biotecnológicas que incluyen el 

mejoramiento de fibras, biosíntesis, explotación energética, protección del medio 

ambiente, biodetección, degradación de tintes sintéticos, industria de impresión y 

teñido, pulpa de papel y la biorremediación de algunos desechos químicos tóxicos 

(compuestos aromáticos clorados, hidrocarburos aromáticos policíclicos, 

nitroaromáticos y pesticidas) en aguas residuales (Agrawal et al., 2018; Upadhyay et 

al., 2016). 

La enzimología general de las lacasas ha sido discutida en numerosas 

revisiones en donde se presentan descripciones bastante amplias sobre sus 

aplicaciones biotecnologías (Fortes et al., 2017). Sin embargo, la intención de este 

proyecto se centra específicamente a la lacasa codificada por el gen Lac2 de 

Gaeumannomyces graminis var. graminis (Litvintseva y Henson, 2002a) y su 

aplicación en la biotecnología como alternativa de biorremediación de aguas 

residuales industriales. 

 

4.1.1 Organismos productores de lacasas 

 

Las lacasas son enzimas casi ubicuas, es decir, se encuentran ampliamente 

distribuidas en varias plantas, insectos, gran cantidad de hongos, algunas bacterias y 

más recientemente en algas (Otto et al., 2010). La primera descripción de una lacasa 
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la hizo Yoshida (1883) cuando la extrajo de los exudados del árbol de laca japonés 

Rhus vernicifera; posteriormente Bertrand (1885) la aisló y purificó (Thurston, 1994).  

Las lacasas presentan diversas funciones biológicas dependiendo de la fuente 

de donde provengan. Las encontramos en diversas especies de plantas como 

Arabidopsis thaliana (Liu et al., 2017), Sorghum bicolor (Wang et al., 2017), Oryza 

sativa (arroz) (Cho et al., 2014), Nicotiana tabacum (tabaco) (Kiefer et al., 1996), 

Gossypium arboreum (algodón) (Wang et al., 2014); participando en la biosíntesis de 

lignina para la formación de la pared celular. En insectos como Bemisa tabaci (mosca 

blanca) (Yang et al., 2017), Sitobion avenae (pulgón de la espiga) (Zhang et al., 2018) 

y Acythosiphon pisum (pulgón del guisante) (Hattori et al., 2010) su función principal 

está relacionada al proceso de esclerotización en la formación de la cutícula en la 

epidermis. En bacterias, las lacasas se encuentran involucradas en procesos de 

morfogénesis, homeostasis del cobre, biosíntesis de pigmentos y en la protección de 

las esporas contra la luz UV y H2O2, como algunos ejemplos encontramos a Bordetella 

campestris, Caulobacter crescentus, Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosum, 

Pseudomonas syringae, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia pestis, 

Stenotrophomonas maltophilia, Azospirillum lipoferum, subincetera, Marinomonas, 

Bainomonas, Bainomatis y Marinomatis (Mendoza, 2011; Senthivelan et al., 2016; 

Viswanath et al., 2014). 

Las lacasas fúngicas, están implicadas en procesos de deslignificación, 

esporulación, producción de pigmentos, formación del cuerpo fructífero y patogénesis 

en plantas. Gracias a su alto potencial redox, han sido de gran interés en diversas 

aplicaciones industriales que incluyen bioblanqueo, degradación de colorantes textiles 

y deslignificación de compuestos lignocelulósicos (Upadhyay et al., 2016). Entre los 

hongos que pertenecen a ascomicetos y basidiomicetos en los que se ha demostrado 

su actividad encontramos a Agaricus bisporus (Wood, 1980), Botrytis cinerea (Marbach 

et al., 1984), Coprinus cinereus (Schneider et al., 1999; Xu et al., 2019), Phlebia radiata 

(Niku et al., 1988; Saloheimo y Niku-Paavola, 1991), Pleurotus ostreatus (More et al., 

2011; Palmieri et al., 1997)) y Trametes versicolor (Brown et al., 2002; Jönsson et al., 

1997; Rogalski et al., 1990), por mencionar algunos ejemplos; sin embargo hasta el 
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momento se han aislado y caracterizado más de 100 lacasas a partir de hongos, las 

cuales pueden consultarse en Viswanath et al. (2014). De los hongos Basidiomicetos, 

Trametes sp., se considera el organismo más estudiado en cuanto a la producción de 

lacasas debido a su gran capacidad para degradar lignina, incluso se han reportado 

algunas especies capaces de producir lacasa como única enzima ligninolítica; 

característica de importancia a nivel industrial ya que facilita los procesos de 

purificación (Jönsson et al., 1997; Rodríguez, 2019)). 

 

4.1.1.1 Gaeumannomyces graminis var. graminis  

 

En la investigación publicada por Litvinseva y Henson (2002) describen cuatro 

variedades del genero Gaeumannomyces graminis en función de sus características 

morfológicas y rango de hospedante: var. tritici, var. avenae, var. maydis y var. 

graminis (Litvintseva y Henson, 2002b), siendo este último, el más importante para 

esta investigación. G. graminis var. graminis es un patógeno perteneciente al orden 

Ascomycota que afecta las raíces de los cultivos de pastos, arroz y trigo, generando 

“take-all”, la enfermedad de raíz más severa en todo el mundo que provoca una 

necrosis en los tejidos infectados (Peixoto et al., 2013). Los datos preliminares 

sugieren que la patogénesis causada por este hongo se atribuye, entre otros factores, 

a la expresión de los genes Lac1 y Lac2 que codifican para la enzima lacasa que, la 

cual puede estar involucrada en la biosíntesis de 1,8-dihidroxinaftaleno (DHN)-

melanina y en la degradación de lignina producida por la planta huésped en respuesta 

a la infección por hongos. Aunque dichos genes fueron caracterizados en dicha 

investigación, hasta la fecha no se tiene evidencia de su expresión de manera 

recombinante (Epstein et al., 1994; Litvintseva y Henson, 2002a).  
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Figura 1. Morfología microscópica de las macrohifas e hifopódios de Gaeumannomyces graminis 
var graminis (Peixoto et al., 2013). 

 

 

4.1.2 Estructura y mecanismo de acción de las lacasas  

 

Las enzimas lacasa poseen regiones glicosiladas (que corresponden del 10 al 

45% de su masa total) y cuatro átomos de cobre con distinta absorbancia y 

propiedades electroparamagnéticas. El alineamiento de secuencias de lacasas de 

hongos demuestra que los dominios de unión a cobre presentes en el sitio activo son 

altamente conservados, aunque el resto de los aminoácidos tenga poca similitud 

(Ausec et al., 2011). 

Las lacasas se componen de tres motivos tipo cupredoxina, y poseen dos 

centros de cobre. Cerca de la superficie de la proteína hay un centro monocúprico 

llamado sitio T1, el cual está coordinado por dos histidinas y una cisteína (Cavallazzi 

et al., 2004). El cobre tipo l es el que confiere a la enzima el color azul típico y es ahí 

donde ocurre la oxidación monoelectrónica del sustrato y por lo tanto es el primer 

aceptor de electrones. Internalizado en la proteína existe un clúster trinuclear, llamado 

sitio T2-T3, el cual posee dos cobres T3 coordinados por tres histidinas cada uno y un 

centro T2 coordinado por dos residuos de histidina, a los cuales son transferidos los 

electrones y donde tiene lugar la oxidación del O2 (Figura 2) (Baldrian, 2006; Bento et 

al., 2005) 
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Figura 2. Representación del sitio activo de la lacasa CotA de Bacillus subtilis con los tres tipos 
de cobre y la distancia en angstroms entre los átomos relevantes (Morozova et al., 2007). 

 

 

La oxidación de los sustratos va acoplada a la reducción del oxígeno molecular 

a dos moléculas de agua. Esto significa que por cada molécula de oxigeno reducida, 

se oxidan moléculas de sustrato sin producir peróxido de hidrogeno (4H+ + 4sustrato 

+ O2 → 2H2O + 4sustrato+). Por esta razón, las lacasas se consideran catalizadores 

“verdes ideales” ya que emplean O2 como co-sustrato generando únicamente H2O 

como subproducto (Figura 2) (Shraddha et al., 2011). 
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Figura 3. Ciclo catalítico de las lacasas. Los sustratos son oxidados por el centro de Cu-Tl y los 
electrones transferidos a través del motivo tripeptido altamente conservado His-Cys-His hacia el sitio 
donde se encuentran los centros de cobre Tll y Tlll, y en este lugar se realiza la reducción del oxígeno 
molecular a agua (Baldrian, 2006). 

 

 

 

 

En términos generales, la oxidación del sustrato por la lacasa es una reacción 

de un electrón que genera un radical libre. El producto inicial es típicamente inestable 

y puede sufrir una segunda oxidación por catálisis enzimática o por una reacción no 

enzimática: hidratación, polimerización y dismutación (Fortes et al., 2017).  

Kumar, et al. (2003) compararon la secuencia de más de 100 lacasas, 

encontrando cuatro regiones conservadas, específicas para lacasas. Una cisteína y 

diez residuos de histidina forman el ambiente de ligandos a iones de cobre del sitio 

activo y están presentes en estas cuatro secuencias conservadas (Figura 3) (Kumar 

et al., 2003). 
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Figura 4. Estructura cristalográfica de enzimas lacasa de distintas fuentes. A) CueO de E. coli B) 
CotA de B. subtilis y C) SLAC de S. coelicolor. Los dominios de cada subunidad estan representados 
en distintos colores. Las esferas que se ven en la estructura representan los atomos de cobre (Martins 
et al., 2002). 

 

 

4.1.3 Sistema lacasa mediador (LMS) 
 

Debido a que las reacciones catalizadas por la lacasa dependen de la diferencia 

de potencial redox entre la enzima y el sustrato, algunos compuestos no son oxidables 

por la enzima lacasa. Sin embargo, las regiones promotoras de los genes que codifican 

la lacasa contienen varios sitios de reconocimiento que son específicos para varios 

compuestos conocidos como mediadores (Alshabib y Onaizi, 2019). Los mediadores 

son un grupo de compuestos orgánicos de bajo peso molecular que pueden ser 

oxidados por la lacasa generando radicales catiónicos altamente activos que oxidan al 

sustrato, incluidos compuestos no fenólicos que la lacasa por sí sola no puede oxidar 

(Kudanga et al., 2011)(Figura 4). 
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Figura 5. Representación esquemática del LMS. La reacción involucra la oxidación del sustrato que 
puede ser de dos formas: (A) existe una interacción directa entre el sustrato y el centro monocúprico T1 
con la transferencia de los electrones a una molécula de oxigeno; (B) cuando existe una limitación, la 
adición de mediadores, que actúan como sustratos intermediarios por la lacasa formando radicales 
catiónicos altamente activos que oxidan al sustrato (Weng et al., 2012).  

 
 
 
 

Los mediadores sintéticos más comunes son 1-hidroxibenzotriazol (HOBT), N-

hidroxiftalimida (NHPI) y 2,2'-azinobis 3-etiltiazolina-6-sulfonat (ABTS). Un buen 

mediador debe ser un sustrato de lacasa, producir una forma oxidada estable y tener 

un alto poder de oxidación (Domínguez et al., 2005; Moldes y Sanromán, 2006). 

Las propiedades tóxicas de los mediadores más comunes provocan la 

búsqueda de otros ambientalmente seguros y no tóxicos. Se trata de una búsqueda 

inacabada, ya que aún no existe evidencia de un mediador adecuado para las distintas 

aplicaciones de los LMS (Ebbs, 2004). El uso de compuestos mediadores permite una 

expansión de la reactividad de lacasa para incluir tales sustratos de lacasa no 

naturales generando especies de alto potencial redox. Así, el uso de sistemas 

mediadores de lacasa (LMS) ha sido propuesto por diferentes autores como un método 

prometedor para blanquear la pulpa (Sigoillot et al., 2005) y degradar compuestos 

xenobióticos (Nagai et al., 2002; Tominaga et al., 2004; Weng et al., 2012) 
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Una de las posibles aplicaciones de los LMS es la biotransformación de tintes 

recalcitrantes. Las aguas residuales de las fábricas textiles contienen grandes 

cantidades de estos tintes y, en la actualidad, no existe un tratamiento eficaz para este 

efluente. Además, la decoloración de los tintes es un indicador útil de la capacidad 

potencial de degradar otros contaminantes, como los hidrocarburos aromáticos 

policíclicos (Monssef et al., 2016) y los policlorobifenilos. Moldes y Sanromán (2006) 

encontraron que las isoenzimas lacasas codificadas por los genes Lacl y Lacll de 

Trametes versicolor, con la adición de los mediadores 1-hidroxibenzotriazol (HBT), 

promazina (PZ), ácido para-hidroxibenzoico (pHBA) y ácido 1-nitroso-2-naftol-3,6-

disulfónico (NNDS), lograban una mayor decoloración de un tinte en presencia del 

mediador que sin él.  

La degradación de antibióticos, es otra de las aplicaciones que pueden tener 

los LMS. El uso descontrolado e imprudente de antibióticos no solo ha convertido los 

desechos hospitalarios en un peligro potencial para el medio ambiente, sino que 

también ha aumentado el riesgo de aparición de farmacorresistencia en 

microorganismos a un ritmo alarmante (Weng et al., 2012). La solución más común es 

la incineración de los residuos, sin embargo, se producen emisiones tóxicas y cenizas 

peligrosas. Navada y Kulal (2019) reportaron la eliminación de altas concentraciones 

de cloranfenicol por la enzima lacasa de Trametes hirsuta en presencia de 

siringaldehído, vanilina, ABTS y α-Naftol. 

 

4.1.4 Aplicaciones de las lacasas 

 

La oxidación enzimática se presenta como una alternativa potencial frente a los 

métodos químicos en muchos procesos industriales, los cuales se mencionan a 

continuación, ya que las enzimas son catalizadores muy específicos, eficientes y 

ecológicamente sostenibles (Viswanath et al., 2014). En la última década la búsqueda 

de nuevas enzimas con aplicaciones biotecnológicas se tornó apremiante y las 

enzimas lacasas han despertado gran interés en los investigadores gracias a su 

capacidad de oxidar una amplia gama de compuestos fenólicos y no fenólicos y del 
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hecho de que utilizan el oxígeno molecular como aceptor final de electrones, entre 

otras características que se han venido mencionando con anterioridad en esta revisión 

(Imran, 2012; Kudanga et al., 2011). 

En el área de la salud, las lacasas son utilizadas para diagnósticos médicos y 

en la preparación de medicamentos contra el cáncer como son: el ácido 4-metil-3-

hidroxiantranílico que bloquea la transcripción de ADN en las células tumorales y la 

Vinblastina utilizada en el tratamiento de la leucemia (Kelbert et al., 2020). Además, 

tienen capacidades tanto ligninolíticas como polimerizantes por lo cual son aplicables 

durante toda la cadena de producción de productos de papel, desde la pulpa hasta la 

recuperación de fibras secundarias y blanqueamiento (Viswanath et al., 2014). Lo 

anterior se demuestra en la investigación realizada por Bourbonais et al., (1998) en la 

cual se determinó que la deslignificación de la pasta del papel llevada a cabo por la 

lacasa de Trametes versicolor en presencia de mediadores presentaba una mejor 

alternativa frente a las técnicas tradicionales basadas en el uso de reactivos tóxicos 

clorados.  

Adicionalmente, en la industria alimentaria las lacasas son utilizadas para 

mejorar la calidad de las bebidas y la estabilización de ciertos productos perecederos 

que contienen aceites vegetales, pero su principal aplicación es la estabilización del 

vino. Sin embargo, dado que aún no está permitida como aditivo alimentario, su 

utilización en forma inmovilizada supone una ayuda tecnológica para superar las 

barreras legales (Minussi et al., 2002). Por otro lado, recientemente, el uso de 

tratamientos enzimáticos para la degradación de colorantes sintéticos en aguas 

contaminadas de la industria textil, alimentaria, cosmética, del cuero y del papel se 

presenta como una estrategia alternativa al uso de los tratamientos convencionales 

que presentan serias limitaciones (Guan et al., 2014). En este contexto, el uso de 

enzimas lacasas parece una solución atractiva debido a su potencial de degradación 

de colorantes, como se demostró en la investigación realizada por Glenn et al. (1983) 

en donde se mostró la capacidad de decoloración de la enzima lacasa proveniente de 

Phanarochaete chrysosporium. 
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Otra de las áreas de aplicación de gran interés es la biorremediación mediante 

el uso de enzimas lacasas ya que la contaminación del suelo, el agua y el aire por 

tóxicos químicos es uno de los principales problemas ambientales que enfrenta el 

mundo (Garzón et al., 2017). En el sector agrícola, estas enzimas se emplean en la 

biorremediación de suelos contaminados con herbicidas, pesticidas y algunos 

explosivos, ya que presenta la enorme capacidad de eliminar sustancias xenobióticas 

y producir productos poliméricos. También, al contar con un alto potencial redox las 

lacasas pueden ser utilizadas para biorremediación de efluentes de aguas 

contaminadas, especialmente las que provienen de la industria papelera, de la pulpa, 

textil y petroquímica (Imran, 2012; Upadhyay et al., 2016).   

 

4.1.4.1 Biorremediación  

 

El desarrollo sostenible, se establece como un compromiso de la humanidad 

que surgió a partir de la polémica por el impacto de las actividades humanas en el 

medio ambiente y la preocupación de continuar con los procesos de crecimiento 

económico, previniendo y mitigando al máximo los impactos ambientales sobre los 

ecosistemas para conservar sus funciones y de esta manera, garantizar a las futuras 

generaciones la satisfacción de sus necesidades implementando medidas preventivas 

y nuevas tecnologías que contribuyan a reducir y corregir el recurso impactado 

(Navada y Kulal, 2019; Shraddha et al., 2011).  

Bajo esta premisa, la biotecnología constituye un conjunto de tecnologías con 

potencial para contribuir al desarrollo sostenible, dando solución a los problemas de 

contaminación, ya que se desenvuelve en distintos campos, tales como: industria de 

los alimentos, industria química, agricultura y silvicultura, sector salud y protección del 

medio ambiente (Alshabib y Onaizi, 2019). En esta última, tiene protagonismo, la 

biorremediación, la cual es una técnica innovadora que se ha desarrollado en los años 

ochenta que hace referencia a la aplicación de microorganismos, hongos, plantas o 

las enzimas derivadas de ellos para degradar en forma natural compuestos 

contaminantes, permitiendo de esta manera, reducir o remover los residuos 
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potencialmente peligrosos presentes en el ambiente (Navada y Kulal, 2019). Dado que 

su ámbito de aplicabilidad es muy amplio, se utiliza como objeto de remediación para 

cada uno de los estados de la materia, es decir; solidos, en suelos o sedimentos, lodos 

o residuos; líquidos, en aguas superficiales, subterráneas y residuales; así como 

gases, derivados de las emisiones industriales (Shraddha et al., 2011).  

El tratamiento de las aguas residuales por el método de lodos activados 

constituye uno de los usos más importantes de la biotecnología en la biorremediación 

para el control de la contaminación de los ambientes acuáticos (Ebbs, 2004). Además, 

los microorganismos y enzimas han sido el foco principal de los esfuerzos para mejorar 

la capacidad de biorremediación, se han utilizado con éxito en aplicaciones diversas 

como el tratamiento eficaz y controlado de nitrato y fosfato, así como la eliminación de 

colorantes textiles en las aguas residuales. Asimismo, el uso de las plantas superiores 

en fitorremediación es un área importante de desarrollo (Filazzola, 1999).  

Los procesos de biorremediación se han establecido tanto para el tratamiento 

de aguas subterráneas contaminadas in situ como ex situ. Se ha demostrado en las 

diferentes experiencias que cuando se adapta correctamente a las condiciones del 

medio a intervenir, la biorremediacion puede ofrecer disminución significativa de costes 

y beneficios ambientales en comparación con tecnologías alternativas (Garzón et al., 

2017). Sin embargo, a pesar de que la biorremediacion es a menudo considerada 

como un tratamiento efectivo económico y amigable del ambiente, enfrenta un nuevo 

reto: convencer a las compañías y a los organismos oficiales de su alto potencial, por 

cuanto se ha venido convirtiendo en una verdadera industria para sanear el ambiente 

de las afectaciones generadas por las actividades humanas (Gochev y Krastanov, 

2007; Imran, 2012).  

Por otro lado, teniendo en cuenta que los procesos biológicos en algunas 

ocasiones son más lentos, la biorremediación no es la primera opción en aquellos sitios 

donde por razones económicas, políticas o ambientales, es necesaria una rápida 

limpieza del lugar contaminado, además si se aplica sin conocer los procesos 

microbianos involucrados, las vías metabólicas y químicas participantes podrían 

conducir a una situación peor a la ya existente debido que para algunos productos 
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químicos, la degradación microbiana puede conducir a la producción de sustancias 

toxicas o más volátiles que el compuesto de origen (Kudanga et al., 2011; Mendoza, 

2011).  

 

4.1.4.2 Degradación de verde de malaquita (MG) 

 

El verde malaquita (MG), es un trifenilmetano producido en millones de 

kilogramos por la industria de colorantes (Srivastava et al., 2004), es utilizado por la 

industria textil para teñir las fibras que contienen proteínas, como lana, angora, 

cachemira y seda. Además, es ampliamente utilizado en la acuicultura, en la industria 

alimentaria y como desinfectante médico, debido a su habilidad antimicrobiana y 

antiprotozoaria (Shanmugam et al., 2017). El gran problema al que se enfrentan estas 

industrias es que alrededor del 2 al 50% de este compuestos es desechados en las 

aguas residuales y se considera un contaminante persistente, es decir, debido a su 

origen sintético y sus estructuras complejas, no puede ser removido por los métodos 

convencionales (Cortazar et al., 2012) de tratamiento de aguas y como sustancia 

química recalcitrante con efectos teratogénicos, cancerígenos y mutagénicos, la gran 

cantidad de MG descargada amenaza de forma persistente el medio ambiente y la 

salud pública (Guo et al., 2017). En este contexto, existen microorganismos que 

pueden degradar gran variedad de colorantes dentro de los cuales encontramos a los 

hongos de la putrefacción blanca, debido a que son capaces de degradar sustratos 

complejos a través de un sistema enzimático basado en la producción de lacasas y 

peroxidasas. Sin embargo, aunque la decoloración mediada por hongos se considera 

económica, a concentraciones mayores a 25 mg L-1 el MG inhibe el crecimiento celular, 

lo que restringe la biosíntesis de las enzimas necesarias para la degradación 

(Domínguez et al., 2005). Alternativamente, la degradación de MG mediada por 

enzimas como citocromo P450, lignin peroxidasas como manganeso peroxidasas 

conduce a la generación de leucoderivados cancerígenos. No obstante, la 

biodegradación de MG llevada a cabo por lacasas, ya sea en presencia o no de un 

mediador redox, implica un proceso de degradación diferente, sin la producción de 
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estos metabolitos, por lo cual son consideradas excelentes candidatas para 

biorremediación de efluentes contaminados con este colorante (Li et al., 2019; Moldes 

y Sanromán, 2006).  

Dentro de las investigaciones de lacasas aplicadas a la degradación de 

colorantes encontramos el trabajo realizado por Liu et al. (2019) en donde el gen Stlac2 

que codifica para una isoforma de lacasa en Setosphaeria turcica expresado en E. coli 

fue capaz de decolorar 67.08% de verde malaquita en concentración de 20 mg L-1  en 

15 min sin adición de mediadores redox; al contrario de la lacasa codificada por el gen 

CotA de Bacillus subtilis expresada en E. coli, reportado por Xu et al. (2020) que logró 

la decoloración de más del 70% de MG en una concentración de 0.025 mg/mL en 

presencia de ABTS 0.3 mM como mediador de la reacción. En contraste, en el trabajo 

reportado por Yang et al., (2017) Lac7 de Cerrena sp. HYB07 inmovilizada mediante 

agregados de enzimas reticulados (cross-linked enzyme aggregates CLEAs) consiguió 

decolorar aproximadamente el 90% de MG a concentración de 100 mg L-1  después 

de 3 h sin adición de mediador.  

 

4.1.5 Producción heteróloga de lacasas  

 

La obtención de lacasas a partir de fuentes nativas no alcanza a cubrir las 

necesidades en los procesos a nivel industrial, además, los costos en los 

procedimientos de cultivo y purificación son muy altos. Por esta razón, en este subtema 

se habla sobre la expresión heteróloga de lacasas la cual se muestra como una 

alternativa prometedora, en donde la utilización de organismos huésped fáciles de 

cultivar y manipular genéticamente aumenta la productividad y disminuye el tiempo y 

el costo de producción (Brijwani et al., 2010; Soden et al., 2002). 

Existen gran variedad de organismos huésped (Tabla l), no obstante, esta 

investigación se centró en la utilización de E. coli y P. pastoris como sistemas de 

producción de proteínas recombinantes (Kunamneni et al., 2008). Escherichia coli es 

ampliamente usada como un organismo huésped para la expresión de proteínas 
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heterólogas; esto se debe a que es un sistema más económico y escalable, está 

genéticamente caracterizado y tiene altos niveles de producción, pero la expresión de 

proteínas recombinantes de alto nivel a menudo conduce a un mal plegamiento de 

proteínas en cuerpos de inclusión que carecen de actividad biológica (Ma et al., 2018). 

 

Tabla 1. Expresión heteróloga de lacasas en diferentes organismos huésped. 

Lacasa Organismo fuente Organismo 
hospedero 

Reporte 

LCC1 Trametes versicolor Pichia pastoris (Jönsson et al., 1997) 
PrL Phlebia radiata Trichoderma reesei (Saloheimo y Niku-

Paavola, 1991) 
LCC1, LCC4 Rhizoctonia solani Aspergillus oryzae (Wahleithner et al., 

1996) 
LCC1 Trametes villosa  Aspergillus oryzae (Yaver et al., 1996) 
LAC 1 Melanocarpus 

albomiyces 
Trichoderma reesei (Kiiskinen et al., 2004) 

LacA Bacillus 
amyloliquefaciens 

Escherichia coli (Wang et al., 2020) 

STSL Streptomyces levendulae Escherichia coli  (Suzuki et al., 2003) 
CjSL Catenuloplanes 

japonicus 
Escherichia coli (Trubitsina et al., 2021) 

CotA Bacillus subtilis Escherichia coli (Martins et al., 2002) 
SLAC Streptomyces coelicolor Pichia pastoris (Yadav et al., 2018) 

 Streptomyces cyaneus Escherichia coli (Ece et al., 2017) 
OsLAC10 Oryza sativa  Arabidopsis thaliana (Liu et al., 2017) 
BC_lacL Burkholderia cepacia 

BNS  
Escherichia coli (Ma et al., 2019) 

LcCg Coriolopsis gallica Pichia pastoris (Avelar et al., 2017) 
PpuLcc Pleorotus pulmonarius Pichia pastoris (Behrens et al., 2017) 

Lcc9 Laccaria bicolor  Pichia pastoris y 
Arabidopsis thaliana 

(Wang et al., 2018) 

yacK Yersinia enterocolitica Helicoverpa armigera (Ahlawat et al., 2020) 
Gr2 Fusarium oxysporum Saccharomyces 

cerevisiae 
(Kwiatos et al., 2020) 

FpLcc1 y FpLcc2 Fomitopsis pinicola Trichoderma reesei (Csarman et al., 2021) 
 Pandoraea sp. Escherichia coli (Kumar et al., 2003) 

rLac Bacillus valezensis  Escherichia coli (Li et al., 2020) 
Lac1 Pycnoporus cinnabarius Pichia pastoris y 

Aspergillus niger 
(Otterbein et al., 2000; 
Record et al., 2002) 

NM Bacillus licheniformis Pichia pastoris (Lu et al., 2013) 
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Por otro lado, Pichia pastoris es una levadura empleada igualmente en la 

expresión de proteínas heterólogas; se caracteriza por poseer una velocidad de 

crecimiento relativamente rápida en medios de cultivo baratos, además, su principal 

ventaja es que lleva a cabo el plegamiento correcto de las proteínas y la generación 

de modificaciones postraduccionales como la glicosilación que es requerida en las 

lacasas extracelulares (Cregg et al., 2009; Serrano et al., 2016). 

Entre las investigaciones realizadas sobre la expresión heteróloga de lacasas 

en sistemas bacterianos, encontramos el primer reporte realizado por Garg et al. 

(2008) en donde se analizó la expresión de una lacasa proveniente de Cyathus bulleri 

en E. coli y se encontró que el pH óptimo para alcanzar la mayor actividad de enzima 

purificada fue de 4.0, medido por la oxidación de 2,2′-azinobis- (3-etilbenzotiazolina-

6sulfonato) (ABTS) 0.2 mM con buffer de citrato 0.1; sin embargo, no se analizó la 

temperatura óptima para la enzima ni su estabilidad, que son parámetros importantes. 

Además, uno de los resultados más relevantes que se obtuvieron fue el replegamiento 

de la proteína en 10 min realizado con la adición de cobre en condiciones alcalinas y 

con una recuperación de la actividad enzimática a un 100%.  

Por otro lado, Ma et al. (2017) analizaron la expresión de la proteína lacasa 

recombinante codificada por el gen StLAC4 proveniente de Setosphaeria turcica en E. 

coli BL21(DE3) y se estableció que el pH y la temperatura en la que la enzima 

purificada alcanza su mayor actividad es 4.0 y 60 °C, respectivamente, medidos por la 

oxidación de 2,2′-azinobis- (3-etilbenzotiazolina-6sulfonato) (ABTS) 0.2 mM con buffer 

de citrato 0.1 M. De igual manera el análisis de la actividad de la lacasa sobre 

diferentes iones metálicos reveló que la actividad aumentó aproximadamente 434.8% 

con Fe3+, y 217.4% con Cu2+ a concentraciones de 10 mM/L, el Mn2+ aumentó la 

actividad a 5 y 10 mM/L, mientras que Na+ aumentó la actividad a 1 mM/L, pero inhibió 

la actividad a 5 y 10 mM/L.  

Sobre la expresión heteróloga de lacasas en levaduras, encontramos la 

realizada por You et al. (2013) en donde analizaron la expresión de la proteína lacasa 

recombinante proveniente de Ganoderma lucidum TR6 en Pichia pastoris GS115 y se 

reveló que para que la enzima purificada alcance su mayor actividad es necesario un 
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pH de 3.5 y una temperatura en un rango de 60-90 °C, medidos por la oxidación de 2,2′- 

azinobis- (3-etilbenzotiazolina-6sulfonato) (ABTS) a 0.05 mM con buffer de citrato 

0.2M, además, el análisis de la actividad lacasa sobre diferentes iones metálicos 

mostró que Fe2+, Cu2+, Mg2+, Zn2+, Ba2+ no tienen efecto sobre la lacasa purificada, 

mientras que Hg2+ y Mn2+ disminuyen moderadamente la actividad enzimática. 

En investigaciones más recientes, se encuentra la realizada por Bronikowski et 

al. (2017) en donde se analizó la expresión de la proteína lacasa codificada por el 

gen Mrl2 proveniente de Moniliophthora roreri en Pichia pastoris y se observó que el 

pH y temperaturas óptimas para que la enzima purificada pueda alcanzar su mayor 

nivel de actividad, medido por oxidación de 2,2′-azinobis- (3-etilbenzotiazolina-

6sulfonato) (ABTS) 0.5 M, con buffer de citrato 100 mM fueron de 2 y 30°C, 

respectivamente. En la medición de la actividad enzimática sobre diferentes iones 

metálicos, se observó que incluso a una concentración de 100 mM, Mn2+, Co2+, Cu2+, 

Na2+, Zn2+ y K+ no se encontró un efecto sobre la actividad, mientras que, a una 

concentración de 10 mM, solo Ni2+ y Ca2+ condujeron a una ligera inhibición de Mrl2 

del 15-18%. A una concentración de iones metálicos de 100 mM, los iones Ni2+ y Ca2+ 

condujeron a la inhibición más alta de Mrl2. 

En este contexto, conociendo que las lacasas fúngicas funcionan como 

agentes catalíticos ecológicos y como ya se mencionó, tiene diversas aplicaciones 

muy importantes dentro de las áreas de la biotecnología, diversificar la búsqueda de 

fuentes de enzimas lacasa con eficiente actividad se torna apremiante (Upadhyay et 

al., 2016).  

 

 

4.2 Escherichia coli como sistema de expresión  

 

La tecnología de producción de proteínas recombinantes en bacterias ha 

presentado una solución frente a la necesidad de proveer proteínas de uso terapéutico 

con un abasto asegurado y calidad constante (Hayat et al., 2018). Escherichia coli es 

una bacteria que se ha mantenido como una de las mejores opciones para la 

producción de proteínas recombinantes, a pesar de que muchas de ellas requieren 
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modificaciones postraduccionales que no pueden ser llevadas a cabo por cepas 

bacterianas silvestres, ya que presenta una serie de ventajas importantes: puede 

crecer rápido en medios de cultivo muy simples (la división celular toma 20 minutos), 

existe una gran cantidad de conocimiento acumulado sobre su fisiología y metabolismo 

y representa la técnica más fácil y barata para la expresión de dichas proteínas (Lara, 

2011; Ma et al., 2019). Actualmente cerca del 30% de las proteínas recombinantes de 

uso terapéutico son producidas empleando esta bacteria (Hayat et al., 2018), las más 

destacadas pueden consultarse en la Tabla 2. 

El uso de E. coli para la producción de proteínas recombinantes se ha 

enfrentado a varios problemas prácticos. Por ejemplo, E. coli no es adecuada para la 

producción de muchas proteínas grandes y complejas que contienen enlaces disulfuro 

o proteínas que requieren modificaciones postraduccionales (Xu et al., 2020). Por otro 

lado, la estabilidad de las proteínas recombinantes puede ser baja debido a la 

degradación proteolítica, además de acumularse en cuerpos de inclusión que 

requieren procesos de desnaturalización y replegamiento para hacerlas funcionales 

(Middelberg et al., 1991). En adición a esto, se han publicado estrategias de 

recuperación alternativas entre las que se encuentra: la clonación del gen de interés 

en una secuencia señal secretora endógena que resulta en la secreción de la proteína 

recombinante al espacio periplásmico y permeabilización química de la membrana 

utilizando sustancias químicas como antibióticos, agentes quelantes, agentes 

caotrópicos, detergentes, disolventes y enzimas (Falconer et al., 1998; Hayat et al., 

2018).  
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Tabla 2. Principales proteínas de uso terapéutico producidas por E. coli (adaptado de Lara, 2011) 

 

Molécula Observaciones Compañías productoras 

Activador del tejido del 

plasminógeno 

Forma cuerpos de inclusión Roche 

Insulina humana y análogos Forma cuerpos de inclusión Eli Lilly, Aventis, 

Probiomed 

Hormona de crecimiento humano Forma cuerpos de inclusión o 

es acumulada en periplasma 

Genentech, Eli Lilly, Pfizer, 

Novo Nordisk, Probiomed y 

otros 

Análogo pegilado de hormona de 

crecimiento humana 

Forma cuerpos de inclusión Eli Lilly 

Calcitonina de salmón  Secretada  Unigene  

Factor estimulante de la colonia de 

granulocitos, pegilado 

Forma cuerpos de inclusión, 

pegilacion N-terminal 

Amgen 

Interferón α-2b pegilado, interferón 

α-2b 

Pegiación aleatoria Hoffmann-La Roche, 

Schering  

Interferón alfacon-1 Forma cuerpos de inclusión  Valeant 

Interferón β-1b Forma cuerpos de inclusión Schering AG, Chiron 

Interferón γ-1b Forma cuerpos de inclusión Genentech, Intermune 

Antagonista del receptor de 

interleucina-1  

 Amgen 

Interleucina-2  Chiron 

Toxina de fusión de la difteria   Seragen/Ligand 

Interleucina-11  Genetics Institute 

Lipoproteína r OSpA Lipoproteína  SmithKline Beechman 

Péptido natriurético tipo B  Forma cuerpos de inclusión Scios/ Johnson & Johnson  

Factor de necrosis TNFα  Boehringer Ingelheim 

Toxina pertussis Componente de vacuna 

combinada 

Chiron 
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4.2.1 Acumulación de proteínas en cuerpos de inclusión  

 

Las proteínas recombinantes en E. coli pueden dirigirse a tres compartimentos 

en los que está dividida la célula: el citoplasma, el periplasma y el espacio extracelular. 

Si el destino objetivo es el citoplasma, la producción de las proteínas de alto nivel a 

menudo conduce a la formación de agregados insolubles conocidos como cuerpos de 

inclusión (Ece et al., 2017; Garg et al., 2008).  

Las estrategias para la extracción de proteínas recombinantes de los cuerpos 

de inclusión incluyen la rotura celular, la separación de los cuerpos de inclusión 

insolubles de la fracción soluble, el lavado y la solubilización de los cuerpos de 

inclusión y, finalmente, el replegamiento y la purificación de la proteína (Falconer et 

al., 1998). La purificación de proteínas recombinantes solubles del conjunto de 

proteínas citoplasmáticas es una tarea relativamente difícil ya que este compartimento 

contiene la gran mayoría de las proteínas celulares totales. Bajo esta premisa, la 

recuperación de proteínas biológicamente activas a partir de cuerpos de inclusión 

presenta diversas ventajas: los cuerpos de inclusión constituyen generalmente más 

del 25% de las proteínas totales; estos pueden aislarse inicialmente en un estado 

altamente purificado y concentrado mediante centrifugación, lo que facilita el proceso 

de eliminación del resto de las proteínas; por último, los cuerpos de inclusión son 

resistentes a la proteólisis, lo que permite una producción de proteínas de alto 

rendimiento (Hayat et al., 2018; Imran, 2012).  

En un estudio sobre la producción de varias proteínas recombinantes en E. coli, 

no se observó relación entre la formación de cuerpos de inclusión y el origen o 

hidrofobicidad de la proteína. Por lo tanto, no es posible generalizar o predecir que 

proteínas se producirán o no dentro de cuerpos de inclusión (Lara, 2011; Ma et al., 

2018).  
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4.3 Pichia Pastoris como sistema de expresión  

 

Como sistema de expresión microbiano eucariota, las levaduras son 

hospederos adecuados para la producción de proteínas recombinantes cuya expresión 

en un sistema bacteriano conduce a la síntesis de agregados proteicos inactivos o 

plegados incorrectamente o en cuerpos de inclusión. Éstas, combinan la facilidad de 

manipulación genética, rápido crecimiento en medios de cultivo relativamente 

económicos y la habilidad de realizar modificaciones postraduccionales (Cregg et al., 

2009; Li et al., 2007).  

Pichia Pastoris, posee un promotor fuerte y regulado correspondiente al gen del 

alcohol oxidasa 1 (PAOX1), ya que su metabolismo preferentemente respiratorio le 

permite alcanzar elevadas densidades celulares en biorreactores sin que los productos 

del metabolismo como el etanol inhiban su crecimiento, hace que actualmente sea la 

levadura más empleada en la expresión de proteínas heterólogas. Además, esta 

levadura secreta pequeñas cantidades de proteínas endógenas al medio de cultivo; 

por consiguiente, las proteínas heterólogas secretadas al mismo se encuentran 

parcialmente puras, lo que facilita su futura purificación (Bronikowski et al., 2017; 

Jönsson et al., 1997).  

Todas las cepas de P. pastoris utilizadas para la expresión de proteínas 

heterólogas provienen de la cepa silvestre P. pastoris NRRL-Y 11430 y la mayoría 

cuenta con fenotipos adquiridos por mutación o deleción de genes. Se clasifican de 

acuerdo a su capacidad de metabolizar el metanol (Mut) como: Mut+ que al portar los 

genes AOX1 y AOX2 funcionales, presenta un crecimiento igual al de la cepa silvestre; 

MutS, que sólo porta el gen AOX2 funcional, motivo por el cual su crecimiento en 

presencia de metanol es lento; por último, la cepa Mut-  posee los genes AOX1 y AOX2 

inactivos, por lo que no puede utilizar metanol como fuente de carbono y energía 

(Cregg et al., 2009; Serrano et al., 2016).  
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4.3.1 Excreción de proteínas al medio de cultivo  

 

Una de las dificultades a las que normalmente nos enfrentamos en la expresión 

homologa de proteínas, es la recuperación de la proteína. Pichia pastoris presenta la 

ventaja de poder recuperar el producto del medio extracelular mediante secuencias de 

péptido señal que traslocan las proteínas al retículo endoplásmico (Thak et al., 2020). 

La pre-prosecuencia αMF (alpha-mating factor) de Saccharomyces cerevisae es la 

señal secretora más utilizada en P. pastoris. Esta secuencia consta de una secuencia 

señal de 19 aminoácidos (pre-secuencia) seguida de una pro-secuencia de 66 

aminoácidos, que contiene tres sitios potenciales de glicosilación ligados al extremo 

N-terminal y un sitio de procesamiento de endo-peptidasa Kex2 (He et al., 2012). El 

procesamiento del péptido señal consiste en los siguientes tres pasos: primero, la 

eliminación de la pre-secuencia mediante peptidasas en el RE; seguido de la 

eliminación de la pro-secuencia mediada por Kex2 entre la arginina C-terminal y la 

lisina; por último, la proteína Ste13 (dipeptidil aminopeptidasa) escinde las repeticiones 

de GLU-ALA (Chahal et al., 2017).  

 

4.3.2 Glicosilación de proteínas  

 

P. pastoris es capaz de realizar la adición de oligosacáridos, en su caso 

únicamente residuos de manosa, a los grupos hidroxilo de los residuos de serina y 

treonina de las proteínas secretadas, que luego es extendido por la adición de otros 

residuos α-1,2 manosa y finalmente protegido con una β-o fosfomanosa, a esto se le 

conoce como O-glicosilación. Por otro lado, también realiza la adición de cadenas de 

oligosacáridos a asparagina en la secuencia de reconocimiento X-SER/THR, conocida 

como N-glicosilación (Li et al., 2007). Comienza en el retículo endoplásmico con la 

transferencia de un oligosacárido por una oligotransferasa a la asparagina en la 

secuencia de reconocimiento y generar un enlace N-glicosídico; luego la unidad es 

reducida por la eliminación de tres glucosas y un residuo de manosa; por último, en el 

aparato de Golgi se adicionan residuos de manosa mediante enlaces α-1,6 y α-1,3 y 
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son extendidos hasta obtener una forma hipermanosilada, comúnmente con 8 o 9 

residuos de manosa (Xu et al., 2019). 

Algunas de las funciones que desempeñan estos carbohidratos en las funciones 

biológicas de las glicoproteínas (clasificación, plegamiento, estabilidad y función) aún 

no están claras con informes contradictorios que se encuentran con frecuencia en la 

literatura (Serrano et al., 2016; Vite Vallejo et al., 2009).  
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V. JUSTIFICACIÓN  
 

Los compuestos fenólicos son contaminantes altamente tóxicos, aun en 

pequeñas concentraciones, que se encuentran presentes en efluentes de aguas 

residuales provenientes de ciudades, industrias, hoteles y explotaciones mineras, 

agrícolas y ganaderas, actualmente existe una amplia variedad de tratamientos que 

pueden ser utilizados en la eliminación de estos compuestos, sin embargo, la 

biorremediación puede ofrecer disminución significativa de costos y beneficios 

ambientales en comparación con tecnologías alternativas. En este contexto, se ha 

demostrado que las lacasas fúngicas funcionan como agentes catalíticos ecológicos y 

benignos útiles para biorremediación; por ello, diversificar la búsqueda de fuentes de 

enzimas lacasa con eficiente actividad se torna apremiante. Por esta razón, en el 

presente trabajo se analizó la expresión de la lacasa codificada por el gen Lac2 de 

Gaeumannomyces graminis var. graminis, de la cual aún no hay evidencia de su 

expresión de manera recombinante, en dos sistemas: Eschechia coli y Pichia pastoris 

mediante herramientas de ingeniería genética. Esto con la finalidad de comprobar si 

en ambos sistemas se obtiene una proteína funcional. 
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VI. HIPÓTESIS 
 

 

Dado que las enzimas lacasa poseen regiones glicosiladas, la levadura Pichia Pastoris 

se presenta como un organismo potencial para la expresión de estas enzimas, debido 

a su capacidad de realizar modificaciones postraduccionales. Sin embargo, se ha 

reportado Escherichia coli ofrece una vía, simple, rápida, y eficiente para la producción 

de proteínas lacasa recombinantes biológicamente activas; por esta razón, el transgén 

sintético Lac2 de Gaeumannomyces graminis var. graminis que codifica para la enzima 

lacasa subclonado en los vectores de expresión pET32a(+)® y pPICZαA® y expresado 

en Escherichia coli y Pichia pastoris, respectivamente, generará una enzima funcional. 
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VII. OBJETIVOS  
 

 

Objetivo general:  

 

Expresar el transgén sintético Lac2 que codifica para la enzima lacasa de 

Gaeumannomyces graminis var. graminis en Escherichia coli y Pichia pastoris. 

 

Objetivos específicos: 

 

1. Clonar el transgén Lac2 que codifica para lacasa en Gaeumannomyces 

graminis var. graminis en el vector pPICZαA®, para la construcción del plásmido 

pALH1. 

 

2. Transformar células de E. coli BL21(DE3) y Pichia pastoris X33 con el plásmido 

pMBO2 y pALH1, respectivamente.  

 

3. Expresar y extraer la proteína lacasa de E. coli y Pichia pastoris para su 

posterior análisis enzimático: determinación de pH y temperatura óptimos, 

constantes cinéticas y efecto de iones metálicos sobre la actividad enzimática.  

 

4. Determinar la funcionalidad de la enzima Lac2 recombinante frente a la 

degradación de colorante verde malaquita.  

.  
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VIII. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

8.1 Materiales  

 

8.1.1 Microorganismos y condiciones de cultivo 

 

Se utilizaron las cepas P. pastoris X33 (Donada por el Centro de Investigación 

en Alimentos y Desarrollo, Cd. Cuauhtémoc, Chih. Mex.) y E. coli BL21(DE3) 

(Invitrogen, Carlsbad CA, USA). Se utilizaron los medios YPD (extracto de levadura 

10%, dextrosa 20%, peptona 20% pH 6.5) para el cultivo y mantenimiento de levaduras 

y LB (peptona 10%, NaCl 10% y extracto de levadura 5% pH 7.0) para el cultivo, 

mantenimiento e inducción de la expresión de proteínas recombinantes en bacterias y 

el medio BMMY (PBS 100 mmol/L pH 6.0, 1% extracto de levadura, 2% peptona, 

1.34% YNB, 400 μg/L biotina y 0.5% metanol) para la inducción de la expresión de 

proteínas recombinantes en levaduras. 

 

8.1.2 Plásmidos y gen de interés  

 

Para la transformación genética de E. coli BL21DE3 se utilizó el plásmido 

pMBO2 proporcionado por Banda (2019) el cual contiene el transgén Lac2 que codifica 

para lacasa proveniente del genoma de G. graminis var. graminis. Para la síntesis del 

transgén Lac2, se tomó la secuencia del gen Lac2 de G. graminis var. graminis 

(AJ437320.1) de 1,737 pb. La secuencia fue sometida a mutaciones puntuales 

silenciosas para la eliminación de sitios no deseados y posteriormente fue enviada a 

la empresa GenScript® para su clonación en el vector pUC19®. Posteriormente se 

subclonó en pET32a(+)® (EMD Biosciences, MI, USA) dando lugar al plásmido pMBO2 

(Ver Apéndice l). 
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Para la construcción del vector utilizado en la transformación genética de P. 

pastoris X33 se empleó el vector de expresión en levaduras pPICZαA® (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham MA, USA). 

 

8.2 Métodos 

 

8.2.2 Análisis de la secuencia y clonación del transgén Lac2 en el 

vector pPICZαA® 

 

Se tomó la secuencia codificante del transgén Lac2 integrada en la construcción 

pMBO2. La secuencia fue analizada in silico utilizando en programa SnapGene® ver 

2.4.1 (GSL Biotech) y fue flanqueada por los sitios Xbal/Xbal. La secuencia in silico fue 

enviada a la empresa GenScript® para su clonación en el sitio Xbal del vector 

pPICZαA® (Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA) y con ello dar lugar al vector 

pALH1. 

 

8.2.3 Comparación in silico de la lacasa codificada por el 

transgén Lac2 con otras lacasas  

 

La secuencia de aminoácidos de la lacasa codificada por el transgén Lac2 fue 

modelada tridimensionalmente utilizando el software Phyre2 (Kelley y Sternberg, 2009) 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/). Por otro lado, se obtuvieron tres modelos 

cristalográficos de la base de datos del RCB PBD (http://www.rcb.org) para hacer la 

comparación in silico con Lac2; la lacasa de Trametes versicolor (PDB ID: 1KYA), 

Basidiomycete PM1 (Cect 2971) (PDB ID: 5ANH) y Pycnoporus cinnabarius (PDB ID: 

2XYB). El análisis de las moléculas fue realizado por medio de PyMOL ver 2.0 (Pymol, 

2010) haciendo una superposición de estructuras. Se utilizó también el software libre 

Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para llevar a cabo un 

alineamiento múltiple de secuencias para identificar las secuencias altamente 

conservadas. El análisis de comparación entre las estructuras 3D de las proteínas se 

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/
http://www.rcb.org/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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realizó utilizando el servidor DALI 

(http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/dali/index.html#tabs-2) (Holm y Laakso, 2016) 

obteniendo el porcentaje de similitud entre las estructuras secundarias y la Desviación 

Cuadrática Media (RMSD) del alineamiento de las estructuras. 

 

8.2.4 Modelación de ligando y Docking molecular  

 

Se escogió como modelo de ligando la molécula de ABTS (acido 2,2’ azino-bis-

(3 etil bencatiazoline sulfato)) obtenida de la base de datos PuBchem del NCBI 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) (CID: 5360881). La estructura se modeló y se 

refinó utilizando una minimización con el programa Avogadro (Marcus et al, 2012). Con 

el fin de identificar los aminoácidos que forman el bolsillo catalítico, se utilizó el 

programa CASTp (http://sts.bioe.uic.edu/castp/index.html?3trg) (Tian et al., 2018).  

Se empleó el programa AutoDock 1.5.6 para convertir las estructuras de pdb a 

formato pdbqt y añadir hidrógenos polares a cada receptor y asignando cargas 

parciales de Kollman. Se realizaron ocho simulaciones para el ligando ABTS con el 

modelo tridimensional de la lacasa codificada por el transgén Lac2 y los modelos 

1KYA, 2XYB y 5ANH obtenidos del Protein Data Bank utilizando AutoDock Vina (Trott 

y Olson, 2010), estableciendo una dimensión de caja suficiente para cubrir el bolsillo 

catalítico, con un espaciado de punto de rejilla de 0.375 Å, utilizando semilla aleatoria 

y una exhaustividad de ocho. Se guardó la mejor pose para cada uno de los ocho 

docking realizados. Finalmente, el promedio del valor de afinidad en Kcal/mol para la 

mejor pose fue aceptado como el valor de afinidad de unión para el sustrato.  

 

 

 

 

http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/dali/index.html#tabs-2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://sts.bioe.uic.edu/castp/index.html?3trg
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8.2.5 Preparación de células competentes de E. coli (Mandel y 

Higa, 1970) 

 

Para la preparación de células competentes de E. coli BL21 (DE3), se 

inocularon 5.0 mL de LB con 50 μL de células de E. coli BL21(DE3) 15 h a 37 °C. 

Después de ese tiempo, se tomó 1.0 mL del cultivo inicial para inocular 100 mL de LB 

y se colocó a 37 °C en agitación constante hasta obtener una D.O. 0.35-0.4. 

Posteriormente, se colocó el medio en tubos falcón de 50 mL previamente fríos (4 °C) 

y se centrifugó a 4,000 rpm por 14 min a 4 °C. Se decantó el sobrenadante y se 

resuspendió la pastilla en 10 mL de MgCl2 100 mM frio, luego se centrifugó a 300 rpm 

por 15 min a 4 °C. De nuevo se decantó el sobrenadante y se resuspendió la pastilla 

en 20 mL de CaCl2 100 mM para después colocar la suspensión en hielo por 20 min, 

transcurrido el tiempo se centrifugó a 300 rpm por 15 min a 4 °C. Se decantó el 

sobrenadante y se resuspendió la pastilla en 5.0 mL de CaCl2 85 mM, 15% glicerol y 

se centrifugó a 2,100 rpm 15 min a 4 °C. Se decantó nuevamente el sobrenadante y 

se resuspendió la pastilla en 2.0 mL de CaCl2 85 mM, 15% glicerol (O.D. de células 

200-250). Por último, se colocaron 100 uL de células competentes en microtubos de 

1.5 mL congelados a -80 °C. 

 

8.2.6 Transformación genética de E. coli para la conservación y 

propagación de plásmidos (Mandel y Higa, 1970) 

 

El ADN del plásmido pALH1 enviado por la empresa GenScript® fue 

resuspendido en agua destilada estéril para obtener una concentración de 200 ng/µL. 

Este ADN, así como el ADN del plásmido pMBO2, fueron utilizados para transformar 

células de E. coli BL21 (DE3) mediante choque térmico.  

Se tomaron 3 microtubos de 1.5 mL con 100 μL de células competentes de E. 

coli BL21 (DE3) almacenadas a -80 °C y se colocaron directamente en hielo durante 

5 min para descongelarlas, luego se añadieron 3.0 µL de ADN de pMBO2 y 3.0 µL 

de ADN de pALH1 a cada tubo, respectivamente. Se mezcló invirtiendo los tubos y 

se dejó en hielo durante 15 min. Transcurrido el tiempo se colocaron los tubos a 42 
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°C durante 45 s para producir un choque térmico en las células, después se 

agregaron 450 µL de medio LB y se incubó durante 60 min a 37 °C con agitación 

constante (225 a 250 rpm). Pasados los 60 min de incubación, los tubos fueron 

centrifugados a 4,000 rpm por 20 s para concentrar las células. Se desecharon 350 

µL del sobrenadante y se resuspendió la pastilla de células en el sobrenadante 

restante. Finalmente, las células resuspendidas fueron plaqueadas en cajas Petri con 

LB suplementado con antibiótico, 100 μg/mL de ampicilina (Sigma—Aldrich, USA) 

para pMBO2 y 50 μg/mL de zeocina (Sigma—Aldrich, USA) para pALH1 y se 

incubaron durante 16 h a 37 °C. 

 

8.2.7 Extracción de ADN plasmídico (Birnboim, 1983) 

 

Las colonias que crecieron en presencia del agente de selección fueron 

purificadas por medio de tres rondas de subcultivo en placas de medio LB 

suplementadas con ampicilina (100 μg/mL) y zeocina (50 μg/mL) para la selección 

de clonas transformantes y fueron incubadas a 37 °C por 16 h. Las células se 

colectaron y resuspendieron en 70 µL de agua destilada estéril, posteriormente se 

adicionaron 350 µL de TENS (10 Mm Tris-HCL pH 7.5, 1.0 mM EDTA, 0.1 M NaOH, 

0.5% SDS); la solución se mezcló por inversión de tubo y se reposó durante 3 min, 

después se le adicionaron 150 µL de acetato de sodio 3.0 M pH 5.2 y se mezclaron 

suavemente por inversión; los tubos se colocaron en hielo por 5 min para precipitar 

proteínas y ADN cromosomal. Posteriormente, se centrifugó a 13,200 rpm durante 5 

min a 4 °C, el sobrenadante se recuperó en un microtubo de 1.5 mL y se le 

adicionaron 700 µL de etanol absoluto centrifugándolo a 13,200 rpm durante 10 min. 

Las pastillas obtenidas se lavaron con 500 µL de etanol al 70% y se dejaron secar a 

temperatura ambiente. Las pastillas se resuspendieron con 20 µL de agua destilada 

estéril y se cuantificaron. 
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8.2.8 Caracterización de clonas transformantes de E. coli BL21 

(DE3): mapa parcial y amplificación del transgén de interés 

mediante PCR 

 

Una vez obtenidos los ADN plasmídicos de ambos plásmidos, fueron digeridos 

con las enzimas de restricción EcoRl, y EcoRl/EcoRV para pMBO2 y EcoRl, y 

EcoRl/BamHl para pALH1 durante 3 h a 37 °C. Posteriormente, la mezcla de reacción 

fue corrida en un gel de agarosa al 0.8% a 90 V por 40 min y el resultado fue revelado 

en un fotodocumentador (Kodak Gel Logic 200 Imaging System, USA).  

Las amplificaciones de PCR se realizaron utilizando primers específicos para 

amplificar una parte de la región codificante del transgén Lac2 de aproximadamente 

908 pb: Fw-5’ GACATCAAGAGCGACTACTAC 3’ Rv-5’ 

GATGATGGGCTTGAGCTTCT 3’, utilizando 1.0 µL de ADN bajo las siguientes 

condiciones: 2 min de desnaturalización a 94 °C, seguido por 35 ciclos de amplificación 

(45 s a 94 °C, 45 s a 58 °C, 1 min a 72 °C) y un ciclo final a 72 °C por 5 min. 

Posteriormente la mezcla de reacción fue corrida en un gel de agarosa al 0.8% a 90 V 

por 40 min y el resultado fue revelado en un fotodocumentador (Kodak Gel Logic 200 

Imaging System, USA). 

 

8.2.9 Preparación de ADN para la transformación genética de P. 

pastoris X33 

 

 

A partir de una placa de cultivo bacteriano suplementado con zeocina (50 

μg/mL) se aisló ADN plasmídico con el kit Zymo PureTM Plasmid Miniprep 

(ZymoResearch®, USA), siguiendo las especificaciones del fabricante y cuantificando 

el ADN plasmídico resultante mediante un espectrofotómetro Nanodrop 2,000 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA). 1.0 µg de ADN fue linearizado con la 

enzima Sacl durante 24 h a 37 °C. El ADN fue concentrado con dos volúmenes de 

etanol absoluto y resuspendido finalmente en un volumen final de 50 µL de agua 

destilada estéril y almacenado a -20 °C hasta su uso.  
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8.2.10 Preparación de células electro competentes de P. pastoris 

para su transformación genética (Cregg et al., 2009) 

 

Se inocularon 50 mL de medio YPD sin suplementar con un cultivo fresco de 

P. pastoris X33 a 30 °C a 150 rpm durante 24 h hasta alcanzar una densidad de 

5x107 células/mL. Al día siguiente el cultivo fue centrifugado a 5,000 rpm 5 min a 4 

°C. Se descartó el sobrenadante y las células fueron resuspendidas por vórtex en 

5.0 mL de YPD/HEPES (1.0 M, pH 8.0). Se agregaron 125 µL de dithiothreitol (DTT) 

(Sigma—Aldrich, USA) 1.0 M y se mezcló suavemente. Las células se incubaron 

durante 15 min a 30 °C. Transcurrido el tiempo las células se lavaron con 20 mL de 

sorbitol 1.0 M frio y fueron recuperadas por centrifugación a 5,000 rpm 5.0 min a 4 

°C. Se descartó el sobrenadante y fueron lavadas nuevamente con 5.0 mL de sorbitol 

1.0 M frio y resuspendidas por vórtex para después llevar el volumen a 25 mL con 

sorbitol 1.0 M frio y centrifugar a 5,000 rpm 5 min a 4°C. Por ultimo las células se 

resuspendieron en 1.0 mL de sorbitol 1.0 M frio y fueron recuperadas por 

centrifugación a 5,000 rpm 5 min a 4 °C. Finalmente fueron resuspendidas en 0.5 mL 

de sorbitol 1.0 M frio (concentración final de 1x109 células/mL), alicuotadas en viales 

de 40 µL y almacenadas a -80 °C hasta su uso.  

 

 

8.2.11 Transformación genética de P. pastoris X33 

 

La transformación genética de P. pastoris X33 (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) 

fue llevada a cabo en un electroporador MicroPulser™ Electroporator (BIO-RAD®, 

Hercules CA, USA). 500 ng de ADN del plásmido pALH1 linearizado con la enzima 

Sacl fueron mezclados con 50 µL de células electro competentes y transferidos a 

una cubeta de electroporación (MicroPulser/Gene Pulser Cuvettes 0.2 cm gap BIO-

RAD®, Hercules CA, USA) previamente enfriada a -20 °C durante 4 h. La cubeta fue 

colocada dentro del portacubetas de la cámara del electroporador y se desli zó hasta 

que estuvo en contacto con la base de la cámara. Se utilizaron los parámetros 

preestablecidos por el electroporador para P. pastoris (voltaje 1500 V, resistencia 

200 Ω, capacitancia 25 mF) y se pulso una vez. La cubeta fue removida de la cámara 
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e inmediatamente se agregó 1.0 mL de YPD/sorbitol 1M frío y se transfirió el 

contenido de la cubeta a un microtubo de 1.5 mL estéril. Las células electroporadas 

fueron incubadas a 30 °C durante 2 h. Transcurrido ese tiempo las células fueron 

centrifugadas y se decantaron 800 µL de sobrenadante, el resto fue resuspendido e 

inoculado en placas YPD/sorbitol 1.0 M suplementado con 200 μg/mL de zeocina. 

Las placas se incubaron a 30 °C durante 72-96 h hasta el crecimiento de colonias.  

 

 

8.2.12 Extracción de ADN genómico y amplificación del gen de 

interés mediante PCR en P. pastoris X33 (Lõoke et al., 2011)  

 

Las colonias que crecieron en presencia del agente de selección fueron 

purificadas por medio de tres rondas de subcultivo en medio YPD suplementado con 

zeocina (200 μg/mL) para la selección de clonas transformantes y se incubaron durante 

96 h a 30 °C. Posteriormente, las células fueron recolectadas y se resuspendieron en 

200 µL de buffer de lisis (LiOAc 200 mM) por vórtex. Las células fueron 

incubadas 10 min a 70 °C y transcurrido el tiempo se añadieron 2.5 volúmenes de 

etanol absoluto (Sigma—Aldrich, USA) para precipitar el ADN. Posteriormente, se 

centrifugó a 10,000 rpm 10 min a 4 °C y se descartó el sobrenadante. La pastilla de 

ADN se lavó con 1.0 mL de 70% etanol para centrifugar a 10,000 rpm 10 min a 4 

°C. Luego, se decantó el sobrenadante y una vez evaporado por completo el etanol, 

el ADN fue resuspendido en 50 μL de agua destilada estéril para centrifugar a 

10,000 rpm 10 min a 4 °C. Por último, se tomó el sobrenadante y se transfirió a 

otro tubo para su almacenamiento a -20 °C hasta su uso.  

Las amplificaciones de PCR se realizaron utilizando cebadores específicos 

para amplificar una parte de la región codificante del transgén Lac2 de 

aproximadamente 908 pb: Fw-5’ GACATCAAGAGCGACTACTAC 3’ Rv-5’ 

GATGATGGGCTTGAGCTTCT 3’, y cebadores específicos para una región de 2,616 

pb: Fw-5’ TCTATCGCTTCTGAACCCCG 3’ Rv-5’ GAAGCCTGCATCTCTCAGG 3’, 

que incluye una parte del promotor AOX1 hasta el terminador utilizando 1.0 µL de 

ADN bajo las siguientes condiciones: 2 min de desnaturalización a 94 °C, seguido 

por 35 ciclos de amplificación (45 s a 94 °C, 45 s a 58 °C, 1 min a 72 °C) y un ciclo 
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final a 72 °C por 5 min. Posteriormente la mezcla de reacción fue corrida en un gel 

de agarosa al 0.8% a 90 V por 40 min y el resultado fue revelado en un 

fotodocumentador (Kodak Gel Logic 200 Imaging System, USA). 

 

8.2.13 Inducción de la expresión y recuperación de proteínas 

recombinantes de E. coli (Falconer et al., 1998) 

 

 

De las colonias de E. coli BL21 (DE3) transformadas con el plásmido pMBO2 

que crecieron en presencia del agente de selección, se seleccionó una, la cual fue 

cultivada en 3.0 mL de LB suplementado con ampicilina (100 μg/mL) durante toda la 

noche en agitación constante (250 rpm) a 37 °C. Al siguiente día se tomaron 100 µL de 

preinóculo para colocarlos en 50 mL de medio de cultivo LB sin antibiótico y se 

incubaron en agitación constante (250 rpm) a 37 °C hasta alcanzar una densidad 

óptica (D.O.) de 0.35-0.40. Posteriormente, se añadieron 250 µL de IPTG (isopropil-

β-D-1-tiogalactopiranósido) 0.1 M y se incubó durante 16 h en agitación constante a 37 

°C.  

Pasadas las 16 h de inducción, el medio se centrifugó a 5,500 rpm durante 

15 min a 4 °C, después de este periodo las células se resuspendieron en 500 µL de 

solución de lisis (Tris HCl 20 Mm, NaCl 0.5 M, EDTA 10 mM, Lisozima 0.5 mg/mL, 

pH 5.0). Se sonicó por 1 min e inmediatamente se incubó en hielo por 1 min (este 

paso se repitió cinco veces), en seguida se centrifugó a 10,000 rpm durante 10 min 

a 4 °C, se separó el sobrenadante (proteínas solubles) y se almacenó a -20 °C. Al pellet 

restante (proteínas insolubles) se le agregaron 250 µL de solución de lisis con urea 

6.0 M y se incubó por 30 min a 37 °C. Finalmente, transcurrido este tiempo se 

centrifugó por 30 min a 5,000 rpm y el sobrenadante se almacenó a -20 °C hasta su 

uso. 

Las proteínas solubles e insolubles fueron dializadas con una membrana de 

corte de peso molecular de 10,000 Dalton y 22 mm SnakeSkin Dialysis Tubing 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA) contra 1X PBS pH 7.4 (8 g NaCl, 0.2 g 

KCl, 1.44 g Na2HPO4, 0.245 g KH2PO4) durante 24 h a 4 °C a 100 rpm. Al día siguiente 
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las proteínas fueron concentradas 10 veces de la siguiente manera: se agregaron 

dos volúmenes de etanol absoluto frio y se incubaron a -80 °C por 20 min para 

posteriormente ser centrifugadas a 10000 rpm 10 min a 4 °C. Finalmente, se descartó 

el sobrenadante y las proteínas fueron resuspendidas en agua destilada estéril.  

 

8.2.14 Inducción de la expresión y obtención de proteínas 

recombinantes de P. pastoris (You et al., 2014) 

 

La colonia de P. pastoris X33 transformada con el vector pALH1 e integrada 

en el genoma de la levadura, fue cultivada en 5.0 mL de agar líquido YPD 

suplementado con zeocina (200 μg/mL) durante toda la noche en agitación constante 

(150 rpm) a 30 °C hasta alcanzar una densidad óptica (D.O.) de 0.80-1.0. Al siguiente 

día el medio fue centrifugado a 5,000 rpm 5 min a 4 °C, se descartó el sobrenadante 

y las células fueron resuspendidas en 50 mL de medio BMMY. Los cultivos se 

incubaron durante 96 h en agitación constante (150 rpm) a 30 °C, con 0.5% v/v de 

metanol añadido diariamente. 

Después de 96 h de inducción, las células fueron separadas del medio 

de cultivo por centrifugación a 5,000 rpm 5 min a 4 °C. El medio de cultivo 

sobrenadante fue dializado con una membrana de corte de peso molecular de 10,000 

y 22 mm SnakeSkin Dialysis Tubing (Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA) 

contra 1X PBS (8 g NaCl, 0.2 g KCl, 1.44 g Na2HPO4, 0.245 g KH2PO4) pH 7.4 durante 

24 h a 4 °C a 100 rpm. Al día siguiente las proteínas fueron concentradas 10 veces 

de la siguiente manera: se agregaron dos volúmenes de etanol absoluto frio y se 

incubaron a -80 °C por 20 min para posteriormente ser centrifugadas a 10,000 rpm 

10 min a 4 °C. Finalmente, se descartó el sobrenadante y las proteínas fueron 

resuspendidas en agua destilada estéril.  
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8.2.15 Cuantificación de proteínas totales  

 

La cuantificación de proteínas se realizó por el método de Biuret (1.5 g CuSO4, 

6.0 g 2,3-dihidroxi-[R-(R*R*)]-butanedioic ácido, tetrahidratado monosódico 

monopotásico, 500 mL H2O, 300 mL NaOH 10% p/v, 1 g KI) el cual se basa en la 

formación de un complejo coloreado entre los enlaces peptídicos y los grupos NH 

de los enlaces en medio básico. La intensidad de la coloración es directamente 

proporcional a la cantidad de proteínas (enlaces peptídicos) y la relación es bastante 

específica, de manera que casi no hay interferencia.  

Para poder obtener la ecuación de la recta se realizó una curva de calibración 

con Albumina de Suero Bovino (Sigma—Aldrich, USA) a diferentes concentraciones. 

Luego de la obtención de la curva y la ecuación de la recta, se procedió a realizar las 

lecturas de las muestras de la siguiente manera: en una placa de 96 pozos se 

depositaron 50 µL de extracto de proteína lacasa de E. coli y P. pastoris; 

adicionalmente se agregó a cada pozo 200 µL de reactivo de Biuret. Después de 

agitarlos se incubaron a 37 °C durante 10 min. Seguidamente se leyeron las 

absorbancias a una longitud de onda de 540 nm. Al obtener las absorbancias el valor 

fue sustituido en la ecuación de la recta para determinar las concentraciones. 

 

8.2.16 Análisis de proteínas en gel de acrilamida SDS-PAGE 

(Laemmli, 1970) 

 

Se utilizó una cámara de electroforesis Mini-PROTEAN Tetra Cell Systems 

(BIO-RAD California, USA); se colocaron en el soporte de preparación dos vidrios para 

electroforesis con una separación de 1 mm entre cada uno, previamente lavados con 

etanol al 70%. Se preparó el gel separador con agua desionizada (dH2O) (2.9 mL), 

poliacrilamida 30% (3.0 mL), Tris 1.0 M pH 8.8 (4.0 mL) (Sigma—Aldrich, USA), 

Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 10% (0.1 mL) (Sigma—Aldrich, USA), Persulfato de 

Amonio (APS) 10% (0.1 mL) (IBI Scientific, USA) y tetrametiletiléndiamina (TEMED) 

(0.006 mL) (BIO-RAD, California, USA).  

El gel se dejó polimerizar en condiciones de anaerobiosis. Una vez 
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polimerizado se preparó el gel concentrador con agua desionizada (dH2O) (2.85 mL), 

poliacrilamida 30% (0.35 mL), Tris 1.0 M pH 6.8 (0.570 mL) (Sigma—Aldrich, USA), 

Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 10% (0.020 mL) (Sigma—Aldrich, USA), Persulfato de 

Amonio (APS) 10% (0.038 mL) (IBI Scientific, USA) y tetrametiletiléndiamina (TEMED) 

(0.006 mL) (BIO-RAD, California, USA). El gel concentrador se colocó en el espacio 

restante de los vidrios y una vez dentro, se colocó un peine de 15 pozos.  

Cuando el gel quedó completamente polimerizado se sacó del soporte de 

preparación y se colocó en la cámara de electroforesis previamente llenada con buffer 

de corrida 1X (3 g Tris-base (Sigma—Aldrich, USA), 14.4 g glicina (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham MA, USA), 1 g SDS pH 8.3 (Sigma—Aldrich, USA) aforado a 1.0 

L con agua desionizada estéril); se retiró el peine del gel y los pozos fueron lavados 

con buffer de corrida.  

En microtubos de 1.5 mL se colocaron 0.2 mg de extracto de proteína de cada 

muestra y un control positivo una lacasa comercial de Trametes versicolor (SKU: 

38429, Sigma—Aldrich, USA) y se mezclaron con 10 μL de buffer de carga 4X (0.125M 

Tris-HCl 0.5 M pH 6.8 (Sigma—Aldrich, USA), 20% glicerol (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham MA, USA), 0.0715 M β-mercaptoetanol (Sigma—Aldrich, USA), 0.005% azul 

de bromofenol (Sigma—Aldrich, USA) y 4% p/v SDS (Sigma—Aldrich, USA)); las 

muestras se calentaron a ebullición durante 5 min y posteriormente se incubaron a 

temperatura ambiente durante 10 min, después fueron cargadas en el gel. Se corrió 

el gel a 85 V durante 3 h. Transcurrido el tiempo se retiró de la cámara y fue colocado 

en solución de tinción toda la noche (200 mL metanol (Merck, Alemania), 265 mL 

dH2O, 35 mL de ácido acético glacial (Biopack, Argentina) y 0.5 g de azul de 

Coomassie R-250); al día siguiente el gel se colocó en solución de desteñir (200 mL 

metanol (Merck, Alemania), 100 mL etanol, 50 mL de ácido acético glacial (Biopack, 

Argentina), 650 mL de agua destilada) durante 1 h, repitiendo este paso tres veces. 
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8.2.17 Identificación de glicoproteínas en SDS-PAGE  

 

Se realizó una electroforesis en gel de acrilamida SDS-PAGE siguiendo el 

protocolo mencionado en el apartado anterior y posteriormente se empleó el kit 

Glycoprotein Detection Kit® (Sigma—Aldrich, USA) para la identificación de 

glicoproteínas en dicho gel. 

Siguiendo las instrucciones del fabricante el gel fue colocado en solución de 

fijación toda la noche en agitación constante (200 mL dH2O, 200 mL de metanol); al 

día siguiente se realizaron dos lavados reemplazando la solución fijadora por agua 

desionizada (dH2O) y se colocó 20 min en agitación constante (200 rpm) dos veces. 

Transcurrido el tiempo se reemplazó el agua desionizada por solución de oxidación y 

se dejó actuar durante 1 h en agitación constante (200 rpm). Posteriormente, se 

realizó otro lavado con agua desionizada 20 min en agitación constante (200 rpm) dos 

veces y se añadió solución de tinción (Schiff’s Reagent, Fuchsin-Sulfite Reagent 

(Sigma—Aldrich, USA)) la cual se dejó actuar durante 2 h o hasta observar las bandas 

en color magenta. Pasado el tiempo se colocó el gel en solución de reducción por 1 h 

y se realizaron tres lavados más con agua desionizada. Por último, el gel fue 

transferido a solución de almacenamiento (380 mL dH2O, 20 mL ácido acético glacial).  

 

 

8.2.18 Análisis enzimático de Lac2 recombinante (Bourbonnais et 

al., 1998) 

 

 
Se utilizó ABTS como sustrato para la medición de la actividad enzimática de 

Lac2 recombinante. El aumento de la absorbancia resultante por la oxidación del 

sustrato se midió a 420 nm (ε420= 36 mM cm-1). Una unidad (U) se definió como la 

cantidad de enzima lacasa que oxida 1 μmol de sustrato por minuto.  

 La determinación de la actividad enzimática preliminar de Lac2 recombinante 

expresada en E. coli BL21 (DE3) (eLac2) y P. pastoris (pLac2) se realizó de la 

siguiente manera: en microtubos de 1.5 mL se colocó 1.0 mg de extracto de 

proteínas con 400 µL de una solución tampón de acetato de sodio 0.1 M pH 5.0 y 
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1.0 mL de ABTS 1.0 mM y se incubó a temperatura ambiente por 1 h, como control 

positivo se utilizó una lacasa comercial de Trametes versicolor (SKU: 38429,  

Sigma—Aldrich, USA)  

Para la determinación del pH óptimo se evaluó la actividad enzimática en un 

rango de pH de 3.0-6.0 utilizando solución tampón de acetato de sodio 0.1M. En 

microtubos de 1.5 mL se colocó 1.0 mg de extracto de proteínas con 400 µL de cada 

una de las soluciones tampón de acetato de sodio 0.1 M y 1.0 mL de ABTS 1.0 mM 

y se incubó a temperatura ambiente por 1 h. 

La evaluación del efecto de la temperatura se determinó incubando la mezcla 

de reacción durante 1 h a temperaturas que varían de 25-90 °C. En microtubos de 1.5 

mL se colocó 1.0 mg de extracto de proteínas con 400 µL de tampón de acetato de 

sodio 0.1 M pH 5.0 y 1.0 mL de ABTS 1.0 mM.  

Los efectos de los iones metálicos divalentes (Cu2+, Ca2+, Fe2+, Mg2+ y Mn2+) 

sobre la actividad enzimática se determinaron mediante la adición de NaCl, MgCl2, 

CaCl2, MnSO4, CuSO4 y Fe2(SO4)3 a una concentración final de 10 mM a la mezcla 

de reacción incubada a 30 y 60 °C para eLac2 y pLac2, respectivamente durante 1 

h. En microtubos de 1.5 mL se colocaron 1.0 mg de extracto de proteínas con 75 µL 

de la solución stock 100 mM de cada uno de los iones metálicos a evaluar, 325 µL 

de tampón de acetato de sodio 0.1 M pH 5.0 y 1.0 mL de ABTS 1.0 mM.  

Los parámetros cinéticos Km y Vmax se determinaron utilizando diferentes 

concentraciones de ABTS 0.01, 0.04, 0.07, 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 1.0, 5.0 y 10 mM. En una 

placa de 96 pozos se colocaron 16.67 mg de extracto de proteínas solubles con 66.67 

µL de tampón de acetato de sodio 0.1 M y 1.0 mL de ABTS 1.0 mM a la temperatura 

y pH optimo determinado en los análisis anteriores para eLac2 y pLac2, midiendo la 

absorbancia cada minuto por 5 minutos.  

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado; los controles no fueron 

tratados con extracto de proteína.  
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8.2.19 Decoloración de verde de malaquita por Lac2 recombinante 

(Liu et al., 2019) 

 

Para evaluar la aplicación de Lac2 recombinante frente a la degradación de 

colorantes de triarilmetano, se utilizó verde de malaquita a concentraciones de 20, 

50, 100 y 200 mg/mL. En una placa de 96 pozos se colocaron 0.1 mg de extracto de 

proteínas con 235 µL de tampón Tris 0.1 M y 45 µL de colorante y se incubaron a 

temperatura ambiente, el análisis se realizó por triplicado. El aumento de la 

absorbancia resultante por la oxidación del sustrato se midió a 618 nm, la eficiencia 

de degradación se calculó como porcentaje de la siguiente forma: 

 

Decoloración (%) = 
𝐴0−𝐴𝑓

𝐴0
 x 100 

 

Donde A0 = absorbancia inicial y Af = absorbancia final. 

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado; los controles no fueron 

tratados con extracto de proteína.  

 

 

8.2.20 Análisis de varianza (ANOVA) de un factor 

 

El análisis estadístico fue realizado en el software Minitab® ver. 18, para 

identificar el pH, temperatura óptima y la influencia de los iones metálicos sobre la 

actividad de Lac2 recombinante. 

Los ensayos enzimáticos se repitieron tres veces y se reportaron como el 

promedio de triplicados con las desviaciones estándar correspondientes. La 

significancia estadística se determinó mediante un análisis de varianza (ANOVA) 

de un factor y un análisis comparativo de medias con el método de Tukey con un 

intervalo de confianza del 95% para cada uno de los factores (pH, temperatura y 

iones metálicos).  
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IX. RESULTADOS 
 

9.1 Análisis y clonación de la secuencia del transgén Lac2 en el 

vector pPICZαA®  

 

Se tomó la secuencia codificante del transgén Lac2 de 1,737 pb, integrada en 

la construcción pMBO2 que presenta una longitud de 7,643 pb. Este vector contiene 

el transgén Lac2 que codifica la enzima lacasa en G. graminis var graminis entre los 

sitios de restricción EcoRV/EcoRl del Sitio Múltiple de Clonación, bajo el control del 

promotor y terminador del gen diez del bacteriófago T7. Además, el vector contiene un 

gen de resistencia a ampicilina AmpR de 861 pb dirigido por el promotor AmpR de 105 

pb, un promotor lacI para la inducción del operón lac, inducible con IPTG, 

correspondientes al vector pET32a(+)®  (Figura 6).  

 

 

Figura 6. Mapa in silico de la construcción pMBO2 visualizado en SnapGene
®
. Plásmido pMBO2 

7,643 pb derivado del vector pET32a(+)® en el cual fue clonado el transgén Lac2 que codifica para la 
enzima lacasa en los sitios de restricción EcoRV/EcoRl del Sitio Múltiple de Clonación.  



 FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

48 
 

La secuencia se analizó in silico utilizando en programa SnapGene® ver 2.4.1 

(GSL Biotech) y se realizó la adición de un sitio de restricción Xbal (TCTAGA) en los 

extremos 5’ y 3’ de la secuencia codificante del transgén Lac2 (Figura 7) para facilitar 

su extracción en futuras investigaciones. La secuencia fue enviada a la empresa 

GeneScript® para su clonación en el vector pPICZαA® en el sitio de restricción Xbal, en 

fase con el péptido señal y con ello dar lugar a la construcción pALH1.  

 

 
 

 
 

Figura 7. Secuencia de la región codificante del transgén Lac2 de G. graminis var graminis. 
Obtenida de la construcción pMBO2, que codifica para la enzima lacasa 2 de 1,737 pb. La secuencia 
muestra en negritas el codón de inicio y el codón de paro. En color amarillo y azul se muestran los sitios 
de restricción para EcoRV (gatatc) en el extremo 5’ y EcoRl (gaattc) en el extremo 3’, respectivamente; 
mientras que, en color rosa, en ambos extremos de la secuencia, se muestra la adición del sitio de 
restricción Xbal (tctaga). 
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En la figura 8 se muestra el mapa diseñado in silico de la construcción pALH1 

(fusión del vector pPICZαA® y el transgén Lac2 de G. graminis var graminis). La 

construcción presenta un gen de resistencia a zeocina (BleoR) dirigido por el promotor 

TEF1, un fragmento de 942 pb de la secuencia 5’ del promotor del gen AOX1, un 

fragmento de 260 pb de la secuencia 3’ del terminador del gen AOX1, así como una 

secuencia de secreción (α-MF) de Sacharomyces cerevisiae pertenecientes al vector 

pPICZαA®. Asimismo, el vector pALH1 presenta el transgén Lac2 de G. graminis var 

graminis clonado en el sitio Xbal del sitio múltiple de clonación.  

 

 

 

Figura 8. Mapa in silico de la construcción pALH1 visualizado en SnapGene®. Plásmido de 5,348 
pb derivado del vector pPICZαA® en el que fue clonado el transgén Lac2 que codifica para la enzima 
lacasa en el sitio restricción XbaI del sitio múltiple de clonación. 
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9.2 Comparación in silico de la lacasa codificada por el transgén Lac2 

con otras lacasas  

 

 

La secuencia de aminoácidos de la lacasa codificada por el transgén Lac2 fue 

modelada tridimensionalmente utilizando el software Phyre2 (Figura 9A). Por otro lado, 

se obtuvieron 3 modelos cristalográficos de la base de datos del RCB PBD 

(http://www.rcb.org) para hacer la comparación in silico con Lac2 recombinante; la 

lacasa de Trametes versicolor (PDB ID: 1KYA) (Figura 9B), Basidiomycete PM1 (Cect 

2971) (PDB ID: 5ANH) (Figura 9C) y Pycnoporus cinnabarius (PDB ID: 2XYB) (Figura 

9D).  

La figura 10 muestra la superposición de estructuras utilizando el software 

Chimera para analizar la similitud por medio de la superposición de las estructuras. No 

obstante, aunque a simple vista parecieran ser muy similares, el análisis de 

alineamiento de estructuras tridimensionales utilizando DALI (Holm y Laakso, 2016) 

mostró que Lac2 y 5ANH comparten 27% de similitud en la secuencia de aminoácidos 

y el alineamiento de 458 de un total de 497 aminoácidos, por lo cual tienen 92.15% de 

similitud en la estructura de la proteína (DRMS= 2.0 Å), mientras que Lac2 y 2XYB 

comparten 28% de similitud en su secuencia de aminoácidos y 91.58% de similitud en 

su estructura proteica (DRMS= 1.9 Å) con la alineación de 457 de 499 aminoácidos; 

asimismo, Lac2 y 1KYA comparten 28% de similitud en la secuencia de aminoácidos 

y un 91.93% de similitud en la estructura de la proteína (DRMS= 2.1 Å) con la 

alineación de 456 de 496 aminoácidos.  

 

 

 

 

 

 

http://www.rcb.org/
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Figura 9. Modelado tridimensional de las proteínas lacasa. Modelo “de cintas” para las proteínas A) 
Lac2 de G. graminis var graminis; B) lacasa de Trametes versicolor (PDB ID: 1KYA); C) lacasa de 
Pycnoporus cinnabarius (PDB ID: 2XYB); D) lacasa de Basidiomycete PM1 (Cect 2971) (PDB ID: 
5ANH). Los modelos B, C y D obtenidos del RCSB PDB muestran en color naranja sus cuatro átomos 
de cobre y los residuos de aminoácidos implicados en la coordinación de estos.  
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Figura 10. Comparación de proteínas lacasa. A) Superposición de proteínas en morado T. versicolor 
en naranja G. graminis var. graminis; B) Superposición de proteínas en gris Basidiomycete PM1 (cect 
2971) en naranja G. graminis var. graminis; C) Superposición de proteínas en cian Pycnoporus 
cinnabarius en naranja G. graminis var. graminis; D) Análisis de alineamiento de estructuras 3D por Dali. 
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Los resultados muestran que a pesar de ser muy diferentes en su composición 

aminoacídica sus estructuras son muy similares debido a que estas enzimas presentan 

una gran diversidad en cuanto a su tamaño y su estructura; sin embargo, la estructura 

terciaria de los sitios redox y la coordinación de los sitios de cobre es muy conservada 

(Trubitsina et al., 2021). Para la identificación de estos sitios altamente conservados, 

se realizó un alineamiento en Clustal Omega 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Figura 11). Los 8 ligandos de histidina del 

centro trinuclear formado por los cobres T2/T3 muestran un patrón altamente 

conservado de 4 motivos Histidina-X-Histidina. En uno de esos motivos, X es la 

cisteína que se une al cobre T1, mientras que las histidinas adyacentes se unen a cada 

lado uno de los cobres del sitio T3. A una separación de 35-75 residuos de 

aminoácidos hay otro motivo Histidina-X-Histidina y cerca del amino terminal hay otros 

dos motivos separados por 35-60 residuos.  

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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Figura 11. Alineamiento múltiple con Clustal Omega. LGG lacasa G. graminis var. graminis, LBP 
lacasa Basidiomycete PM1 (Cect 2971), LTV lacasa Trametes versicolor y LPC lacasa Pycnoporus 
cinnabarius. Las posiciones idénticas se encuentran marcadas con asterisco, los dos puntos indican 
una conservación fuerte, un solo punto una conservación débil y un espacio que no hay coincidencia; 
además se indican los residuos de aminoácidos a los átomos de cobre en color verde: 1 (unión a cobre 
T1), 2 (unión a cobre T2), 3 (unión a cobre T3).  

 

9.3 Modelación de ligando y Docking molecular  

 

CASTp (Tian et al., 2018) estimó más de cien centros activos en la superficie 

de la molécula modelada y selecciono el más cercano al sitio del cobre T1 (Figura 12). 
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El centro activo está formado por once aminoácidos diferentes (ILE123, GLU415, ASP417, 

TRP418, VAL566, GLY567, HIS569, ASN570, ILE571, LYS572 y LEU573).  

 

 

Figura 12. Centro activo de la proteína Lac2. Diagrama de superficie del modelo de la proteína Lac2 
en color naranja con su centro activo resaltado en color rosa, visualizado en Chimera; Acercamiento al 
centro activo del modelo de la proteína Lac2, en color amarillo se muestran los aminoácidos que 
conforman el bolsillo (ILE123, GLU415, ASP417, TRP418, VAL566, GLY567, HIS569, ASN570, ILE571, LYS572 y 
LEU573).  

 

De las ocho simulaciones de docking molecular realizadas en AutoDock Vina 

(Trott y Olson, 2010) se calculó el promedio de afinidad en Kcal/mol para la mejor 

conformación que adopta el ABTS en el centro activo del modelo Lac2 siendo el 

resultado -7.4 Kcal/mol (Figura 13). La interacción entre el ABTS y el modelo se generó 

con los aminoácidos ILE123, GLU415, LEU416, ASP417, TRP418, SER435, SER437, ASN438, 

VAL566, GLY567, HIS569, ASN570, ILE571, LYS572 y LEU573.  
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Figura 13. Acoplamiento molecular del ligando ABTS en el centro activo del modelo de la proteína 
Lac2. En color amarillo se muestran los aminoácidos con los cuales hace contacto el ligando (ILE123, 
GLU415, LEU416, ASP417, TRP418, SER435, SER437, ASN438, VAL566, GLY567, HIS569, ASN570, 
ILE571, LYS572 y LEU573) y al centro de la imagen se muestra la afinidad -7.4 Kcal/mol. Visualizado 
en Chimera. 

 

 

El docking molecular se realizó de la misma manera para los modelos 

cristalográficos de las lacasas de Trametes versicolor (PDB ID: 1KYA), Basidiomycete 

PM1 (Cect 2971) (PDB ID: 5ANH) y Pycnoporus cinnabarius (PDB ID: 2XYB) (Figura 

14); con energía de enlace de -7.1 Kcal/mol para 1KYA y 5ANH, mientras que para 

2XYB fue de -7.5 Kcal/mol, respectivamente. Estos resultados indican que la proteína 

lacasa codificada por el gen Lac2, presenta una mayor afinidad por el sustrato ABTS 

que la lacasa de Trametes versicolor, que se considera el organismo más estudiado 

en cuanto a la producción de lacasas, y Basidiomycete PM1 (Cect 2971) el cual 

produce una lacasa de alto potencial redox (Upadhyay et al., 2016); por otro lado, es 

similar a Pycnoporus cinnabarius el cual se ha utilizado con éxito para la decoloración 

de efluentes de plantas de pigmentos; por lo tanto, esto significaría, al menos in silico, 

que la proteína lacasa producida por el gen Lac2 codificado podría ser funcional.  
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Figura 14. Acoplamiento molecular del ligando ABTS con otras lacasas. A) Basidiomycete PM1 
(cect 2971) con afinidad de -7.1 Kcal/mol; B) Pycnoporus cinnabarius con -7.5 Kcal/mol; C) Trametes 
versicolor con afinidad de -7.1 Kcal/mol. Visualizado en Chimera. 
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9.4 Caracterización de clonas transformantes de E. coli BL21(DE3) 

con el plásmido pMBO2  

 

 

Células de E. coli BL21(DE3) fueron transformadas por choque térmico con 

ADN del plásmido pMBO2 (fusión del vector pET32a(+)® y el transgén Lac2 de G. 

graminis var graminis) obteniéndose colonias transformadas a las 12h de incubación. 

Las colonias transformadas fueron purificadas por medio de tres rondas de subcultivo 

para la selección de clonas transformantes y se realizó una extracción de ADN 

plasmidico con Zymo Pure TM Plasmid Miniprep kit obteniendo 150 ng de ADN con una 

relación 260/280 de 1.8 el cual es, por consenso, considerado puro.  

 Las clonas putativamente transformadas se caracterizaron mediante digestión 

con las enzimas de restricción EcoRl y EcoRl/EcoRV. Se obtuvo un fragmento de 7,646 

pb correspondiente a la linearización del plásmido con EcoRl y dos fragmentos de 

5,886 y 1,751 pb correspondientes al vector pET32a(+)
®
 y al transgén Lac2, 

respectivamente (Figura 15). Además, se confirmó la transformación mediante PCR a 

una clona seleccionada; los resultados de PCR mostraron un amplicón de 986 pb de 

la región codificante del transgén Lac2 (Figura 16) lo que confirma la correcta 

integración del transgén Lac2 en el vector pET32a
®
, además, de su integración en las 

células de E. coli BL21 (DE3). Esta última clona, fue seleccionada para la inducción de 

proteínas de E. coli con el vector pMBO2, esta clona fue denominada C2-pMBO2-Ec 

(C2 corresponde al número de clona aislada; pMBO2 corresponde al plásmido que 

contiene la clona y Ec se refiere a E. coli, el organismo que la expresa). 
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Figura 15. Caracterización del ADN plasmídico de pMBO2 por enzimas de restricción. Agarosa 
0.8%. Carril 1: MPM 1kb ladder (Sigma—Aldrich, USA). Carril 2: restricción con EcoRl clona 1 (7,646 
pb). Carril 3: restricción con EcoRl/EcoRV clona 1 (5,886 y 1,751 pb). Carril 4: restricción con EcoRl 
clona 2 (7,646 pb). Carril 5: restricción con EcoRl/EcoRV clona 2 (5,886 y 1,751 pb). Carril 6: ADN sin 
cortar. 



 FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

60 
 

 

Figura 16. Caracterización del ADN plasmídico de pMBO2 por PCR. Agarosa 0.8%  Amplificación 
de una región del transgén Lac2 con los primers FW-5’ GACATCAAGAGCGACTACTAC 3’ FR-5’ 
GATGATGGGCTTGAGCTTCT 3’. Agarosa 0.8%. Carril 1: MPM Genruler 1kb ladder (Sigma—Aldrich, 
USA). Carril 2: producto de amplificación de aproximadamente 908 pb; Carril 3: control negativo con 
ADN de E. coli sin transformar. 

 

9.5 Caracterización de clonas transformantes de E. coli BL21(DE3) 

con el plásmido pALH1  

 

Células de E. coli BL21 (DE3) fueron transformadas por choque térmico con 

ADN del plásmido pALH1 (fusión del vector pPICZαA® y el transgén Lac2 de G. 

graminis var. graminis) obteniéndose colonias transformadas a las 12 h de incubación. 

Las colonias transformadas fueron purificadas por medio de tres rondas de subcultivo 

para la selección de clonas transformantes y se realizó una extracción con el kit Zymo 

Pure TM Plasmid Miniprep kit obteniendo 150 ng de ADN con una relación 260/280 de 

1.8 el cual es, por consenso, considerado puro.  
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Las clonas putativamente transformadas se caracterizaron mediante digestión 

con las enzimas de restricción EcoRl y EcoRl/BamHl. Se obtuvo un fragmento de 5,348 

pb correspondiente al corte con EcoRl y dos fragmentos de 3,124 y 2,224 pb 

correspondientes al corte con EcoRl/BamHl (Figura 17).  

 

 

Figura 17. Caracterización del ADN plasmídico de pALH1 con enzimas de restricción. Agarosa 
0.8%. Carril 1: MPM Genruler 1kb ladder (Sigma—Aldrich, USA). Carril 2: restricción con EcoRl clona 1 
(5,348 pb). Carril 3: restricción con EcoRl/BamHI clona 1 (3,124 y 2,224 pb). Carril 4: ADN sin cortar. 
Carril 5: restricción con EcoRl clona 2 (5,348 pb). Carril 6: restricción con EcoRl/BamHI clona 2 (3,124 
y 2,224 pb).  
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Además, los resultados de PCR mostraron un amplicón de 986 pb de la región 

codificante del transgén Lac2 (Figura 18) lo que confirma la correcta integración del 

transgén Lac2 en el vector pPICZαA®, además, de su integración en las células de E. 

coli BL21 (DE3).  

 

 
 
 

Figura 18. Caracterización del ADN plasmídico de pALH1 por PCR. Agarosa 0.8%.  Amplificación 
de una región del gen Lac2 con los primers Fw-5’ GACATCAAGAGCGACTACTAC 3’ Rv-5’ 
GATGATGGGCTTGAGCTTCT 3’. Agarosa 0.8%. Carril 1: MPM Genruler 1kb ladder (Sigma—Aldrich, 
USA). Carril 2: producto de amplificación de aproximadamente 908 pb. Carril 3: control negativo con 
ADN de E. coli sin transformar. 
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9.6 Caracterización de clonas transformantes de P. pastoris X33 con 

el plásmido pALH1 

 

Células de P. pastoris X33 fueron transformadas por electroporación con ADN 

del plásmido pALH1 (fusión del vector pPICZαA® y el transgén Lac2 de G. graminis var 

graminis) obteniéndose colonias transformadas a las 96 h de incubación. Las colonias 

transformadas fueron purificadas por medio de tres rondas de subcultivo para la 

selección de clonas transformantes. Para confirmar una eficiente integración del gen 

en el genoma de la levadura, dado que sólo entre el 1 y 10% de las colonias contienen 

el gen de interés integrado en el genoma de P. pastoris (Cregg et al., 2009), se realizó 

una extracción de ADN genómico y una amplificación con cebadores específicos para 

el gen Lac2 y para una región del promotor y terminador de AOX1. De tres clonas que 

fueron aisladas, sólo en dos de ellas se obtuvo un producto de amplificación de 986 

pb aproximadamente para la región específica del transgén Lac2 (Figura 19); por otro 

lado, sólo en una de ellas se obtuvo un producto de amplificación de 2,616 pb 

aproximadamente correspondiente a la amplificación del fragmento del promotor, el 

gen y el fragmento del terminador AOX1 (Figura 20). Debido a esto solo esta última se 

identificó como clona positiva, es decir que contiene el transgén Lac2 y que, además, 

está integrado de manera correcta en el locus AOX1 del genoma de P. pastoris. Esta 

clona fue denominada C3-pALH1-Pp (C3 corresponde al número de clona aislada; 

pALH1 corresponde al plásmido que contiene la clona y Pp se refiere a P. pastoris, el 

organismo que la expresa). 
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Figura 19. Caracterizacion del ADN genomico de P pastoris para verificar la integracion del 
transgén Lac2.   Amplificación de una región del gen Lac2 con los primers FW-5’ 
GACATCAAGAGCGACTACTAC 3’ FR-5’ GATGATGGGCTTGAGCTTCT 3’. Carril 1: MPM Genruler 
1kb ladder (Sigma—Aldrich, USA). Carril 2: control positivo ADN plasmídico de E. coli BL21(DE3) 
transformada con pALH1 ( se muestra producto de amplificación 908 pb). Carril 3: ADN genómico clona 
3 de P. pastoris transformada (se muestra el producto de amplificación 908 pb). Carril 4: ADN genómico 
clona 2 de P. pastoris transformada (se muestra el producto de amplificación 908 pb). Carril 5: : ADN 
genómico clona 1 de P. pastoris transformada (sin producto de amplificación). Carril 6: control negativo 
ADN de P. pastoris sin transformar. 
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Figura 20. Caracterización del ADN genómico de P. pastoris para verificar la integración del 
transgén Lac2 en el promotor AOX1. Agarosa 0.8% Amplificación del gen Lac2 que incluye una región 
del promotor y terminador AOX1 con los primers Fw-5’ TCTATCGCTTCTGAACCCCG 3’ Rv-5’ 
GAAGCCTGCATCTCTCAGG 3’. Carril 1: MPM Genruler 1kb ladder (Sigma—Aldrich, USA). Carril 2: 
control positivo ADN plasmídico de E. coli BL21(DE3) transformada con pALH1 (se muestra producto 
de amplificación 2,616 pb). Carril 3: ADN genómico clona 3 de P. pastoris transformada (se muestra el 
producto de amplificación 2,616 pb). Carril 4: ADN genómico clona 2 de P. pastoris transformada (sin 
producto de amplificación). Carril 5: : ADN genómico clona 1 de P. pastoris transformada (sin producto 
de amplificación). Carril 6: control negativo ADN de P. pastoris sin transformar.  
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9.7 Cuantificación y análisis SDS-PAGE de proteínas totales en E. coli 

BL21(DE3) 

 

Posterior a la transformación y caracterización de C2-pMBO2-Ec que contiene 

el transgén Lac2, se cultivó en medio LB para la inducción de proteínas; pasadas 24 h 

de inducción con IPTG, se recuperaron las proteínas solubles e insolubles y se 

cuantificaron por el método de Biuret mediante espectroscopia a 540 nm. La 

concentración de proteínas totales de la cepa transformada y un control negativo del 

extracto proteico de una colonia de BL21 (DE3) sin transformar se obtuvieron por la 

sustitución de los valores obtenidos en el análisis espectrofotométrico en una curva 

patrón de Albumina de Suero Bovino. Se obtuvieron valores de 10.64 ± 1.83 mg/mL 

de proteínas solubles y 5.31 ± 0.63 mg/mL de proteínas insolubles para la cepa 

transformada con Lac2, mientras que para la cepa no transformada se obtuvieron 

valores de 4.91 ± 2.87 mg/mL de proteínas solubles y 2.87 ± 2.52 mg/mL de proteínas 

insolubles.  

Se analizaron los extractos de proteínas solubles e insolubles de la clona 

inducida para buscar la proteína de interés mediante un análisis SDS-PAGE (12%) 

(Figura 21); el análisis permitió visualizar en el carril dos una banda de 

aproximadamente 73 kDa que corresponde al control positivo, una lacasa comercial 

de Trametes versicolor. Asimismo, en el carril cuatro y cinco se observa el patrón de 

las proteínas insolubles y solubles, respectivamente, obtenidas de C2-pMBO2-Ec, en 

donde el patrón de las proteínas solubles muestra una banda notoria en los 

aproximadamente 64 kDa, que corresponden al peso teórico de la lacasa codificada 

por el transgén Lac2 obtenido de SMS 

(https://www.bioinformatics.org.sms2/protein_mw.html). La ausencia de la proteína de 

interés en el extracto de proteínas insoluble recuperado de E. coli BL21 (DE3) puede 

deberse principalmente a que el uso de urea en condiciones extremas de 

desnaturalización que son necesarias para solubilizar las proteínas contenidas en los 

cuerpos de inclusión, puede conducir a una degradación proteolítica (Falconer et al., 

1998). 

https://www.bioinformatics.org.sms2/protein_mw.html
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Figura 21. Análisis SDS-PAGE de las proteínas de E. coli BL21(DE3). Carril 1: MPM BenchMark pre-
statained protein ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA). Carril 2: Control positivo de la 
enzima lacasa de Trametes versicolor de aprox. 73 kDa. Carril 4: Extracto de proteínas insolubles de la 
inducción de C2-pMBO2-Ec. Carril 5: Extracto de proteínas solubles de la inducción de C2-pMBO2-Ec. 
Carril 7: Control negativo proteínas de E. coli sin transformar.  
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9.8 Cuantificación y análisis SDS-PAGE de proteínas totales en P. 

pastoris X33 

 

Posterior a la transformación y caracterización de C3-pALH1-Pp que contiene 

el transgén Lac2, se cultivó en medio BMMY para la inducción de proteínas; pasadas 

96 h de inducción con metanol, se recuperaron las proteínas y se cuantificaron por el 

método de Biuret mediante espectroscopia a 540 nm. La concentración de proteínas 

totales de la cepa transformada y un control negativo del extracto proteico de una 

colonia de P. pastoris X33 sin transformar se obtuvieron por la sustitución de los 

valores obtenidos en el análisis espectrofotométrico en una curva patrón de albumina. 

Los valores obtenidos fueron 27.99 ± 0.85 mg/mL de proteínas totales en la cepa 

transformada con Lac2 y 13.49 ± 1.15 mg/mL de proteínas totales en la cepa no 

transformada.  

Se analizaron el extracto de proteínas de la clona inducida para buscar la 

proteína de interés mediante un análisis SDS-PAGE (12%) (Figura 22); el análisis 

permitió visualizar en el carril tres una banda de aproximadamente 73 kDa que 

corresponde al control positivo, una lacasa comercial de Trametes versicolor. 

Asimismo, en el carril cinco, seis y siete se observa el patrón de las proteínas obtenidas 

de C3-pALH1-Pp en donde se muestra una banda notoria en los aproximadamente 73 

kD, que no corresponden al peso teórico de la lacasa codificada por el transgén Lac2 

(64 kDa) obtenido de SMS (https://www.bioinformatics.org.sms2/protein_mw.html) 

debido a que, asumiendo que P. pastoris realiza N-glicosilación adicionando residuos 

de manosa mediante enlaces de tipo α-1,6 o α-1,3 extendidos hasta obtener una forma 

hipermanosilada (Man)9-14(GlcNAc)2 (Serrano et al., 2016), ocasiona que el peso 

molecular de las lacasas pueda aumentar de 10 a 45%, debido a dicha glicosilación 

(Agrawal et al., 2018), por lo que es posible considerar que los fragmentos observados 

en el gel corresponden aparentemente a la proteína lacasa hipermanosilada.  

 

https://www.bioinformatics.org.sms2/protein_mw.html
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Figura 22. Análisis SDS-PAGE de las proteínas de P. pastoris X33. Carril 1: MPM BenchMark pre-
statained protein ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA). Carril 3: Control positivo de la 
enzima lacasa de Trametes versicolor de aprox. 73 kDa. Carril 5-7: Extracto de proteínas totales de la 
inducción de C3-pALH1-Pp. Carril 9: Control negativo proteínas de P. pastoris sin transformar.  

 

Para identificar los sitios de glicosilación en la secuencia del transgén Lac2 que 

codifica a lacasa, se hizo uso del software en línea NetNGlyc 1.0 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0), el cual detectó siete 

sitios con potencial de N-glycosilacion (ASN-X-SER/THR); ASN95, ASN124, ASN246, 

ASN281, ASN410, ASN420 Y ASN429 (Figura 23). Dentro de estos, ASN246, ASN410 Y 

ASN420 se indicaron como sitios de bajo potencial de glicosilación debido a que se 

encuentran muy cerca del umbral predeterminado de 0.5, además ASN420 tiene una 

prolina justo después lo que hace poco probable que este glicosilada debido a 

limitaciones de conformación.  

 

 

https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0
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Figura 23. Determinación de los sitios de glicosilación de la proteína Lac2 con NetNGlyc. Las 
secuencias ASN-X-SER/THR (incluyendo ASN-PRO-SER/THR) se muestran resaltados en azul. Las 
asparaginas (ASN) identificadas para N-glicosilación, se muestran en rojo. La puntuación 
“Threshold=0.5” es la salida promedio de nueve redes neuronales: la columna del jurado indica cuantas 
de las nueve redes apoyan la predicción. Las salidas para predicciones de la columna N-Glyc indican: 
(+) potencial > 0.5, (++) potencial > 0.75 y acuerdo del jurado, (+++) potencial > 0.75 y acuerdo del 
jurado. La advertencia Pro-X1 indica que hay una prolina justo después de la asparagina lo que hace 
muy poco probable la glicosilación debido a limitaciones conformacionales.  

 

 
 
 

Con el fin de identificar que verdaderamente la proteína expresada por P. 

pastoris se encuentra glicosilada, se realizó una tinción de glicanos con el kit 

Glycoprotein Detection Kit® (Sigma—Aldrich, USA) para la identificación de 

glicoproteínas en SDS-PAGE (Figura 24) el cual se basa en la técnica de PAS para la 

tinción de estructuras que contengan una alta proporción de macromoléculas de 

hidratos de carbono; el ácido Peryódico de Schiff oxida los grupos oxhidrilo (-OH) de 

dos carbonos cercanos formando grupos aldehídos que reaccionan dando un color 

rojo/rosa intenso (Yamabayashi, 1987); el análisis permitió visualizar en el carril 

número tres una banda de aproximadamente 73 kDa, correspondiente al control 

positivo, una lacasa comercial de Trametes versicolor. Asimismo, en el carril cinco se 

observa el extracto de proteínas obtenidas de P. pastoris X33, en donde se muestra 

una banda notoria en los aproximadamente 73 kD, lo que nos indica que se trata de 
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una glicoproteína en contraste con el carril número siete en el que se colocó el extracto 

de proteínas solubles de E. coli BL21 (DE3) donde no se observa ninguna banda 

debido a la ausencia de glicosilaciones.  

 

 

Figura 24. Identificación de glicoproteínas en SDS-PAGE. Se empleó Glycoprotein Detection Kit®  
(Sigma—Aldrich, USA). Carril 1: MPM BenchMark pre-statained protein ladder (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham MA, USA). Carril 3: Control positivo de la enzima lacasa de Trametes versicolor de aprox. 73 
kDa. Carril 5: Extracto de proteínas totales de C3-pALH1-Pp (73 kDa). Carril 7: Control negativo extracto 
de proteínas solubles de C2-pMBO2-Ec. 

 

 

 

9.9 Análisis enzimático de eLac2 y pLac2 recombinante  

 

La determinación de la actividad enzimática preliminar de Lac2 recombinante 

se realizó en condiciones de ensayo estándar con solución tampón 0.1 M pH 5.0 a 
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temperatura ambiente durante 1 h. La actividad enzimática de Lac2 recombinante 

expresada en E. coli BL21(DE3), el cual denominaremos eLac2 (e corresponde al 

organismo en el que de expresa, E. coli, mientras que Lac2 corresponde a la lacasa 

expresada), mostro que las proteínas insolubles carecían de actividad enzimática, 

mientras que las proteínas solubles presentaron una actividad enzimática de 27.98 ± 

0.56 U/mg, confirmando los resultados obtenidos en el SDS-PAGE, donde no se 

observó una banda notoria correspondiente al peso molecular de la enzima en las 

proteínas insolubles (Figura 21). Por esta razón, los ensayos para determinar el efecto 

de pH, temperatura y los iones metálicos en la actividad enzimática se realizaron con 

las proteínas solubles. Por otro lado, la actividad enzimática de Lac2 recombinante 

expresada en P. pastoris, el cual denominaremos pLac2 (p corresponde al organismo 

en el que se expresa, P. pastoris, mientras que Lac2 corresponde a la lacasa 

expresada), fue de 130.98 ± 2.58 U/mg.  

 

9.9.1 Efecto del pH en la actividad enzimática  

 

Para la determinación del efecto del pH se evaluó la actividad enzimática en un 

rango de pH de 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5 y 6.0 utilizando condiciones de ensayo 

estándar con cada una de las soluciones tampón de acetato 0.1 M a temperatura 

ambiente durante 1 h. El análisis de varianza de un solo factor (ANOVA) para 

determinar el efecto del pH sobre la actividad enzimática estimó una p<0.5, indicando 

que el pH tiene efecto sobre la actividad enzimática de Lac2 recombinante. 

En el análisis de eLac2 se observó un aumento en la actividad de Lac2 desde 

pH 3.0 (17.64 ± 1.30 U/mg) a pH 4.5 (24.22 ± 7.07 U/mg), hasta llegar a su máximo en 

pH 5.0 (28.90 ± 6.10 U/mg) y disminuyó considerablemente a pH 6.0 (1.11 ± 0.35 

U/mg). Por otro lado, en el análisis de pLac2 se observó que a pH 3.0 la actividad 

enzimática fue casi nula (0.077 ± 2.40 U/mg), en pH 3.5 (33.46 ± 3.97 U/mg) y 4.0 

(111.96 ± 3.02 U/mg) aumento drásticamente y disminuyó a pH 4.5 (109.48 ± 2.85 

U/mg) para volver a aumentar hasta llegar a su máxima actividad en pH 5.5 (164.13 ± 
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3.81 U/mg); a partir de aquí a pH 6.0 (112.80 ± 3.74 U/mg) y 7.0 (4.53 ± 3.0) la actividad 

enzimática volvió a disminuir. 

En la Figura 25 se muestra el efecto del pH en la actividad enzimática de eLac2 

y pLac2, expresada como actividad relativa en porcentaje con respecto a la máxima 

actividad, considerada como 100%. Se realizó un análisis de comparación de medias 

con el método de Tukey al 95% de confianza, determinando el pH 5.0 y 5.5 como el 

óptimo para eLac2 y pLac2, respectivamente, al ser significativamente diferente y 

presentar la mayor actividad enzimática.  

 

 

 

Figura 25. Efectos del pH en la actividad enzimática de la proteína Lac2. El pH óptimo fue 
determinado en un rango de pH de 3.0 a 6.0 a temperatura ambiente. El eje Y presenta la actividad 
enzimática expresada como actividad relativa en porcentaje con respecto a la máxima actividad, 
considerada como 100%. Las letras por encima de cada punto representan la agrupación generada 
mediante el análisis de medias por el método de Tukey. En eLac2: (A) pH 5.0, (B) pH 4.5, (C) pH 3.0 y 
3.5, (D) pH 4.0 (E) pH 5.5 y (F) pH 6.0. En pLac2: (A) pH 5.5, (B) pH 5.0, (C) pH 4.0, 4.5 y 6.0, (D) pH 
3.5 y (E) pH 7.0. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de la media.  
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En el reporte de Vite et al. (2009) en donde se analizó el rol de la N-glicosilación 

en la actividad enzimática de la lacasa de Pycnoporus sanguineus, entre la forma 

nativa y N-deglicosilada, se observó un aumento de la oxidación de ABTS a pH por 

debajo de 6.0 al eliminar los N-glicanos coincidiendo con nuestros resultados, dado 

que eLac2 carece de glicosilaciones. En el modelo de Lac2, el sitio T1 está rodeado 

por residuos no polares, en la posición 272 se encuentra un residuo de ácido aspártico 

(ASP272) equivalente a ASP226 de la lacasa de Trametes versicolor en la cual se 

observó que estabiliza los sustratos mediante interacciones de puentes de hidrogeno 

con His478 (Brown et al., 2002). Dado que Asp272 se encuentra nueve aminoácidos rio 

arriba de Asn281, uno de los sitios potenciales de glicosilación detectados mediante 

NetNGlyc 1.0, se sugiere que la falta de N-glicanos podría resultar en una modificación 

de la exposición de Aps272 a los cambios de pH, lo que podría desencadenar un cambio 

en el estado de protonación del grupo carboxilo en el extremo lateral del residuo y 

generar un cambio en el pH óptimo (Vite Vallejo et al., 2009; Xu et al., 2019). 

El pH de la mayoría de las lacasas fúngicas varia dentro del rango 3.0-5.0 (Ma 

et al., 2019), por lo cual ambos pH se encuentran dentro del rango establecido. En 

contraste, el resultado obtenido es similar a lo reportado para otras lacasas; para 

Stlac2 de Setosphearia turcica se reporta un pH óptimo de 4.5 (Liu et al., 2019; Ma et 

al., 2018); LacSM de Sordaria macrospora presenta un pH óptimo de 5.0 (Yang et al., 

2020); lac de Cyathus bulleri un pH óptimo de 4.5 (Garg et al., 2008); en el caso de 

Mrl2 de Moniliophthora roreri se reporta 4.0 como el pH optimo (Bronikowski et al., 

2017); y Tplac de Trametes pubescens presenta un pH óptimo de 5.0 (Jönsson et al., 

1997). 
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9.9.2 Efecto de la temperatura en la actividad enzimática  

 

La evaluación del efecto de la temperatura se determinó incubando la mezcla 

de reacción durante 1 h a temperaturas de 30, 45, 60, 75 y 90 °C con tampón de 

acetato 0.1 M pH 5.0. El análisis de varianza de un solo factor (ANOVA) para 

determinar el efecto de la temperatura sobre la actividad enzimática estimó una p<0.5, 

indicando que está tiene efecto sobre la actividad enzimática de Lac2 recombinante. 

En el análisis de eLac2 se observó un aumento en la actividad de Lac2 desde 

30 °C (30.92 ± 2.15 U/mg), 45 °C (34.31 ± 3.39 U/mg) hasta alcanzar su máxima 

actividad en 60 °C (66.73 ± 3.47 U/mg), posteriormente comenzó a disminuir en 75 °C 

(59.71 ± 5.78 U/mg) y 90 °C (58.14 ± 0.73 U/mg). Por otro lado, en pLac2 la actividad 

enzimática aumentó drásticamente de 25 °C (80.42 ± 3.44 U/mg) a 30 °C (165.29 ± 

5.59 U/mg), siendo esta la actividad enzimática más alta reportada; disminuyó un poco 

a 35 °C (99.04 ± 5.07 U/mg) y 40 °C (98.873 ± 1.41 U/mg) para tener un aumento a 45 

°C (130.64 ± 7.14 U/mg) sin alcanzar la actividad máxima y descender en 60 °C (20.48 

± 7.64 U/mg). 

En la figura 26 se muestra el efecto de la temperatura en la actividad enzimática 

del extracto proteico de eLac2 y pLac2 expresada como actividad relativa en 

porcentaje con respecto a la máxima actividad, considerada como 100%. Se realizó 

un análisis de comparación de medias con el método de Tukey al 95% de confianza 

determinando 60 °C y 30 °C como la temperatura óptima para eLac2 y pLac2, 

respectivamente, al ser significativamente diferente a las demás y presentar la mayor 

actividad enzimática.  
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Figura 26. Efectos de la temperatura en la actividad enzimática de la proteína Lac2. La temperatura 

óptima fue determinada en un rango de 25 a 90 °C. El eje Y presenta la actividad enzimática expresada 

como actividad relativa en porcentaje con respecto a la máxima actividad, considerada como 100%. Las 
letras por encima de cada punto representan la agrupación generada mediante el análisis de medias 

por el método de Tukey. En eLac2: (A) 60 °C, (B) 75 y 90 °C y (C) 30 y 45 °C. En pLac2: (A) 30 °C, 

(B) 45 y 50 °C, (C) 55 °C, (D) 35 y 40 °C, (E) 25 °C y (F) 60 °C. Las barras de error corresponden 

a la desviación estándar de la media.  

 

 

Xu et al. (2019) analizaron el rol de la N-glicosilación en la actividad específica 

de la lacasa Lcc9 de Coprinopsis cinérea y observaron que cuando se eliminan los N-

glicanos se reduce la actividad de oxidación del sustrato a bajas temperaturas de la 

misma manera que sucede con eLac2. Se tiene la teoría de que la presencia de N-

glicosilación tiene un efecto protector (Xu et al., 2019), más evidente a altas 

temperaturas. Entre los resultados de temperatura óptima para otras lacasas 

encontramos que la temperatura óptima de Stlac2 y Stlac4 de Setosphearia turcica se 

reportó como 60 °C (Liu et al., 2019; Ma et al., 2018); mientras que para lac de 

Pleurotus sp., 65 °C (More et al., 2011); en comparación, Mrl2 de Moniliophthora roreri 

exhibió una temperatura optima muy extensa de 60-90 °C (Bronikowski et al., 2017), 
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mientras que en lac-2 de Pleorotus ostreatus (Palmieri et al., 1997)y lac4 de Pleorotus 

sajor-caju (Soden et al., 2002) fue de 50 y 35 °C.  

 

9.9.3 Efecto de iones metálicos en la actividad enzimática  

 

Los efectos de los iones metálicos divalentes (Cu2+, Ca2+, Fe2+, Mg2+ y Mn2+) 

sobre la actividad enzimática se determinaron mediante la adición de NaCl, MgCl2, 

CaCl2, MnSO4, CuSO4 y Fe2(SO4)3 a una concentración final de 10 mM a la mezcla 

de reacción con tampón de acetato 0.1 M incubada a pH y temperatura optimas 

durante 1 h. El análisis de varianza de un solo factor (ANOVA) para determinar el 

efecto de los iones metálicos sobre la actividad enzimática estimó una p<0.5, indicando 

que están teniendo efecto sobre la actividad enzimática de Lac2 recombinante. 

Se observó un aumento en la actividad de Lac2 en presencia del ion Fe3+ 

(122.71 ± 2.81 U/mg para eLac2 y 356.81 ± 0.40 U/mg para pLac2) y Cu2+ (108.89 ± 

2.90 U/mg para eLac2 y 268.42 ± 0.11 U/mg para pLac2) en ambos sistemas, en 

comparación con el control al que no fue adicionado el ion (66.73 ± 3.47 U/mg para 

eLac2 y 165.29 ± 0.11 U/mg para pLac2). En la figura 27 se muestra la actividad 

enzimática de eLac2 y pLac2 expresada como actividad relativa en porcentaje con 

respecto a la actividad del control sin ion, considerada como 100%. Se realizó un 

análisis de comparación de medias con el método de Dunnet al 95% de confianza 

tomando como control la muestra sin ion, encontrando que Fe3+ y Cu2+ son 

significativamente diferentes al control sin ion (100%), aumentando la actividad 

enzimática a 183.89 y 163.18%, respectivamente en eLac2 y a 162.39 y 215.87% en 

pLac2.  
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Figura 27. Efectos de los iones metálicos en la actividad enzimática de la proteína Lac2. 
Concentración 5.0 mM de iones metálicos (Na+, Mg2+, Ca2+, Fe3+ y Cu2+. El eje Y presenta la actividad 
enzimática expresada como actividad relativa en porcentaje con respecto a la actividad de la enzima sin 
ión, considerada como 100%. Las letras por encima de cada punto representan la agrupación generada 
mediante el análisis de medias por el método de Dunnet con la actividad de la enzima sin ión como 
control. Las barras sin letra son significativamente diferentes al control. Las barras de error 
corresponden a la desviación estándar de la media.  

 

Esto es similar a lo reportado para Stlac2 y Stlac4 de Setosphearia turcica para 

el ion Fe3+ 5.0 mM incrementa la actividad enzimática a 217.4% y 241.3%; por el 

contrario, difiere con lo reportado para el ion Cu+2, que en el caso de Stlac2 no hubo 

diferencias significativas con el control y en Stlac4 fue mucho mayor a lo observado en 

Lac2 siendo su actividad mayor a 200% (Liu et al., 2019; Ma et al., 2018). Por otro 

lado, se reporta un aumento de la actividad enzimática de LacSM de Sordaria 

macrospora en adicion de 1 mM de Na+ a 104% (Yang et al., 2020), mientras que en 

Lac2 no se observó diferencia significativa alguna en comparación al control sin ion. 
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Existe una teoría que se propone para explicar los efectos de los metales respecto a 

la actividad de las lacasas que nos dice que la unión de los iones metálicos Fe3+ y Cu2+ 

induce una modificación conformacional en la enzima que estimula la descomposición 

del complejo formado por sustrato-enzima-ion, como lo demuestra el modelo de 

inhibición no competitivo (Si et al., 2013).  

 

9.9.4 Determinación de los parámetros cinéticos Km y Vmax 

 

Los parámetros cinéticos Km y Vmax se determinaron utilizando diferentes 

concentraciones de ABTS 0.01, 0.04, 0.07, 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 1.0, 5.0 y 10 mM que 

fueron añadidos a la mezcla de reacción con tampón de acetato 0.1 M pH incubada a 

pH y temperatura óptimos, midiendo la absorbancia cada minuto durante 5 minutos.  

Los resultados se muestran en el gráfico de Michaelis-Menten (Figura 28A y 28B), 

el cual describe el cambio sufrido por la velocidad de reacción de la enzima al variar la 

concentración del sustrato. La velocidad de reacción indica el número de moléculas de 

sustrato que se convierten en producto por minuto (Rincón, 2011). Podemos observar 

cómo conforme aumenta la concentración de sustrato la enzima se va acercando a la 

velocidad máxima, pero nunca la alcanza y por esta razón no existe una concentración 

de sustrato específica para Vmax (Salony et al., 2008). Sin embargo, la concentración de 

sustrato a la cual se alcanza la mitad de la velocidad máxima (Vmax/2) es igual a la Km 

que establece la afinidad entre una enzima y su sustrato (Tominaga et al., 2004). El 

gráfico de linearización por el método de Hanes-Woolf (Figura 28C y 28D) permitió 

identificar los datos de las constantes cineticas Km y Vmax, el punto de corte con el eje Y 

es el equivalente a Km/Vmax, la pendiente de la recta es equivalente a 1/Vmax y el corte 

con el eje X es el valor de –Km. 
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Parámetros cinéticos  eLac2 pLac2 

Km (µM) 0.038 0.29 

Vmax (μM/min) 34.60 416.66 

 

Figura 28. Determinación de los parámetros cinéticos Km y Vmax de la proteína Lac2. A) y B) Gráfico 
de Michaelis-Menten C) y D) Gráfico de linearización por el método de Hanes-Woolf. La Km y Vmax 
calculadas se muestran tabulados en la parte inferior. Km= constante de Michaelis, Vmax= velocidad 
máxima de la reacción.  

 

 
 

El valor de Km obtenida fue de 0.038 μM y la Vmax de 34.60 μM/min para eLac2 y 

una Km 0.29 μM y la Vmax de 416.66 μM/min para pLac2. Se puede observar que eLac2 

presenta una mayor afinidad por ABTS; se propone que este efecto puede deberse, 
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como en el caso de la lacasa de Trametes versicolor, a que la estructura 

hipermanosilada de la lacasa disminuye la afinidad por el sustrato porque la adición de 

cadenas largas de glucano al esqueleto de la proteína puede alterar su estructura y, en 

consecuencia, su función (Jönsson et al., 1997).  

Las lacasas, ya sean de origen fúngico o bacteriano, presentan un amplio rango 

y pueden diferir frente al mismo sustrato (Gochev y Krastanov, 2007); en contraste, si 

comparamos el resultado obtenido con lo reportado para fmb-rL103 de Bacillus 

valismortis Km 35.79 µM (Sun et al., 2017) y LacSM de S. macrospora Km 58.45 µM 

(Yang et al., 2020) observamos que Lac2 recombinante presenta una mayor afinidad 

por ABTS, sin embargo, al tratarse de una enzima no purificada, sugiere que se habla 

de una Km aparente, pues la naturaleza de los otros componentes del extracto proteico 

es incierta y pueden interferir de manera positiva o negativa en la actividad enzimática.  

 

9.10  Decoloración de verde de malaquita por Lac2 recombinante 

 

El verde malaquita (MG), es un colorante sintético de trifenilmetano 

ampliamente utilizado en productos químicos, en procesamiento de alimentos, 

farmacéutica y acuicultura, sin embargo, presenta un gran potencial de 

carcinogenicidad, mutagenicidad y teratogenicidad (Srivastava et al., 2004). Los 

residuos de MG en el medio ambiente son persistentes y dichos residuos son 

detectados con frecuencia en peces consumidos por los seres humanos y otros 

mamíferos (Shanmugam et al., 2017). Bajo este contexto, se propone la degradación 

enzimática de MG como un enfoque rentable y ecológico para su descomposición y la 

descontaminación del medio ambiente (Li et al., 2019). Por esta razón, se evaluó la 

aplicación de Lac2 recombinante frente a la degradación MG después del tratamiento 

con verde de malaquita a concentraciones de 20, 50, 100 y 200 mg L-1 por 15, 30, 45, 

60, 90 y 180 min. 

En la Figura 29 se muestra la eficiencia de degradación frente a MG de eLac2 

y pLac2, respectivamente, expresada como porcentaje; a concentración de 20 mg L-1  
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de MG la enzima presento una excelente eficiencia de degradación en ambos casos 

decolorando el 58.19 ± 0.019% y 78.55 ± 0.024%; con concentración de 50 mg L-1  el 

porcentaje de degradación fue un poco menor 47.38 ± 0.034% y 65.67 ± 0.007%; 

conforme se aumentó la concentración a 100 y 200 mg L-1  de MG el porcentaje de 

degradación fue menor sin mostrar diferencias significativas 35.45 ± 0.069% y 32.35 ± 

0.020% para eLac2 y 55.18 ± 0.088% y 52.45 ± 0.016% para pLac2. Respecto al 

tiempo, se puede observar que para todas las concentraciones ensayadas a los 15 

min se obtiene el mayor porcentaje, a partir de ahí el aumento no es muy significativo.  

La aplicación de lacasas para la decoloración de tintes usualmente requiere de 

la utilización de mediadores redox como ABTS o HBT en la reacción enzimática 

(Shanmugam et al., 2017), sin embargo, Lac2 recombinante presentó la capacidad de 

degradar más del 70% del colorante sin la adición de algún mediador redox, lo que 

representa una gran ventaja en comparación con otras lacasas debido a que se reduce 

la probabilidad de producir metabolitos que puedan ser más tóxicos que el mismo 

colorante(Mao et al., 2021; Xu et al., 2020). Este resultado es similar a lo reportado 

para Stlac2 de S. turcica la cual decoloró el 67.08% de verde malaquita en 

concentración 20 mg L-1 en 15 min sin la adición de mediadores (Liu et al., 2019); en 

contraste, Ghlac de Geothermobacter hydrogeniphilus tiene la capacidad de degradar 

solo el 10% del colorante en concentración 100 mg L-1, mientras que con la adición de 

ABTS como mediador alcanzo un índice de degradación de más del 90% (Mao et al., 

2021). 
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A) 

B)

 

Figura 29. Aplicación de la proteína Lac2 para la degradación de MG. Se utilizaron concentraciones 
de 20, 50, 100 y 200 mg L-1  de colorante verde de malaquita. En el eje de las X se presenta el tiempo, 
mientras que el eje de las Y muestra el porcentaje de decoloración. A) Decoloración por eLac2, B) 
Decoloración por pLac2. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de la media.  
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X. CONCLUSIONES  
 

1. El plásmido pALH1 derivado del vector pPICZαA® cuenta con el transgén 

sintético Lac2 que codifica para la enzima lacasa de G. graminis var. graminis 

para la expresión en levaduras.  

 

2. El transgén sintético Lac2 que codifica para lacasa recombinante se encuentra 

integrado en la levadura P. pasoris X33 en la línea C3-pALH1-Pp y en la bacteria 

E. coli BL21 (DE3) en la línea C2-pALH1-Ec. 

 

3. Se determinó que las condiciones óptimas para la mayor actividad enzimática 

de la lacasa Lac2 recombinante expresada en E. coli y P. pastoris son pH 5.0 y 

60 °C y pH 5.5 y 30 °C, respectivamente. Además, la actividad enzimática se 

incrementa con la adición de 10 mM de Fe3+ y Cu2+. 

 

4. Se logró determinar que la expresión del trangén sintético Lac2 que codifica para 

la enzima lacasa de G. graminis var. graminis tanto en P. pastoris como E. coli 

producen una enzima funcional frente a la degradación de colorante verde 

malaquita. Sin embargo, la lacasa expresada en P. pastoris presenta la ventaja 

de que, al ser excretada al medio de cultivo, se encuentra parcialmente pura. 

Además, su actividad enzimática es 2.5 veces mayor que la expresada en E. coli 

y se puede considerar candidata para procesos industriales gracias a que su 

temperatura optima es de 30 °C. 
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XI. PERSPECTIVAS 
 

1. Realizar la purificación de la proteína y posteriormente realizar los 

análisis enzimáticos correspondientes para determinar si existe algún cambio 

en sus parámetros cinéticos o su actividad enzimática.  

 

2. Determinar mediante técnicas más específicas, como la 

espectroscopia de masas, la presencia de glicosilaciones de la lacasa 

recombinante Lac2 expresada en Pichia pastoris.  

 

 

3. Identificar el papel que tiene la N-glicosilación en la actividad 

específica de la enzima comparando la actividad entre Lac2 recombinante 

deglicosilada y glicosilada expresada en P. pastoris, además de una 

comparación con la actividad de Lac2 expresada en E. coli.  

 

4. Insertar la secuencia del trangén Lac2 en un vector de expresión 

para plantas, expresar la enzima y realizar los análisis enzimáticos 

consecuentes para luego compararlos con los resultados obtenidos en esta 

investigación con el fin de determinar si hay cambios en sus parámetros 

cinéticos y su actividad enzimática.  
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XIII. APÉNDICE l: CONSTRUCCIÓN pMBO2  

 

 

De la base de datos GenBank se obtuvo la secuencia del gen Lac2 que codifica 

para la enzima lacasa de Gaeumannomyces graminis var. graminis (AJ437320.1) de 

1,737 pb (Figura 30) que codifica una proteína de 578 aminoácidos.  

 

 

Figura 30. Secuencia de la region codificante del gen Lac2 de G. graminis var graminis. Obtenida 
del acceso AJ437320.1 del GenBank que codifica para la enzima lacasa 2 de 1,737 pb. La secuencia 
muestra en cursiva el codón de inicio y el codón de paro. Muestra en color, los sitios de restricción no 
deseados por ser enzimas comercialmente comunes.  
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La secuencia fue sometida a un análisis de secuencias para eliminar los sitios 

de restricción Sacl, Ncol y Smal/Xmal en los 67, 1,244 y 1,546 pares de bases, 

respectivamente (Figura 31). En el par de base número 69 se cambió G por A para 

eliminar el sitio SacI y mantener el aminoácido ácido glutámico, en el par de base 

número 900 se cambió C por A para eliminar el sitio NcoI y mantener el aminoácido 

treonina, en el par de base número 1,239 se cambió C por A para eliminar el sitio NcoI 

y mantener el aminoácido treonina, en el par de base número 1,245 se cambió G por 

A para eliminar el sitio SacI y mantener el aminoácido ácido glutámico y en el par de 

base número 1,548 se cambió CCG por CCA para eliminar los sitios XmaI/SmaI y 

mantener el aminoácido prolina.  

Posteriormente, a la secuencia de nucléotidos con las mutaciones se le 

adicionaron los sitios de restricción EcoRV (gatatc) en la región 5’ anterior al codón de 

inicio, y los sitios Bglll y EcoRI (agatct y gaattc, respectivamente) en la región 3’ 

posterior al codón de terminación.  

Una vez que la secuencia fue enviada a la empresa GenScript con las 

modificaciones mencionadas anteriormente, el ADN sintetizado con los sitios de 

restricción SmaI/BglII-EcoRI fue clonado en el vector pUC19 en los sitios SmaI/EcoRI 

para dar origen al plásmido pMBO1 y en el vector pET32a(+) en los sitios EcoRI/EcoRV 

para dar origen al plásmido pMBO2.  
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Figura 31. Secuencia original del gen Lac2 y los sitios que codifican para las enzimas de 
restricción Sacl, Ncol y Smal/Xmal. Dichos sitios fueron eliminados mediante mutaciones puntuales 
silenciosas. Con mayúscula se encuentran los nucleótidos que fueron cambiados por mutación puntual. 
La secuencia muestra subrayado los sitios de restricción de las enzimas EcoRV (5´), Bglll, EcoRl (3´).  

 

 

 


