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ABSTRACT

The area of biotechnology is of great importance in the application of various scientific
studies, one of them and others that are phenoloxidase enzymes synthesized by organisms
such as insects, bacteria, plants and fungi, especially those of white rot. The physiological
function of the laccases has not been fully understood, but is known to be characterized by
their ability to degrade phenolic compounds. In several studies, they report that the laccases
do not have a specific substrate by which it allows them to transform matter and in some
cases completely mineralize a great variety of xenobiotic and recalcitrant agents. For this
reason, its study has intensified in the last years, thus proposing possible applications that
help to grow the knowledge and information of these. The present work is a contribution
inclined towards the great range of products and applications as in: industries, chemical and
clinical use and the environment.
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RESUMEN

El area de la biotecnologia representa una gran importancia en la aplicacion de diversos
estudios cientificos, uno de ellos son lacasas ya que estas son enzimas fenoloxidasas
sintetizadas por organismos como insectos, bacterias, plantas y hongos en especial los de
pudricién blanca. La funcidn fisiologica de las lacasas no ha sido comprendida totalmente,
pero se conoce que son caracterizadas por su capacidad de degradar compuestos fendlicos.
En diversos estudios reportan que las lacasas no tienen un sustrato especifico por lo que les
permite transformar materia y en algunos casos mineralizar por completo gran variedad de
agentes xenobioticos y recalcitrantes. Por este motivo su estudio se ha intensificado en los
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ultimos afos, proponiendo asi posibles aplicaciones que ayuden a crecer el conocimiento e
informacion de estas. El presente trabajo es una contribucion con inclinacion hacia la gran
gama de productos y aplicaciones como en: industrias, uso quimico y clinico y del medio
ambiente.
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1. INTRODUCCION

Las lacasas se han reportado como metaloproteinas con una actividad fenoloxidasa
perteneciente al grupo de las oxidasas multicobre (Diaz et al, 2013). Estas enzimas
catalizan la oxidacién de un amplio rango de compuestos aromaticos en un proceso
acoplado a la reduccion del oxigeno molecular a agua. Son enzimas conocidas y estudiadas
desde finales del siglo X1X, cuando se describieron por primera vez en el arbol de la laca
japonés. Mas tarde se descubrid su presencia en hongos, insectos y bacterias y actualmente
se sabe de su existencia en arqueas (Maté, 2013).

2. PLEUROTUS OSTREATUS

Los hongos no son plantas ni animales, sino que estan agrupados en un reino aparte, el
reino fungi (Castiglia & kuhar, 2013). Los hongos son seres vivos que se incluyen desde un
nivel de organismos unicelulares hasta organismos pluricelulares macroscépicos, (Kuhar et
al, 2013). Los hongos tienen un papel importante en la degradacion de la materia organica
ademas de ser una fuente de sustancias bioactivas para producir antibiéticos o farmacos,
tales como alimentos funcionales y aditivos en productos de alimentacion (Zepeda—

Bastida et a/, 2016).

Pleurotus ostreatus es un hongo agarical, a menudo se encuentra recubierto de una capa
miceliar en la base y presenta carne delgada y blanca, al principio el piteliotienen forma de
lengua y cuando madura tienen forma de concha, las laminas son blancas de color crema
(Cérdova, 2009). Pleurotus ostreatus pertenece al filo Basidiomicota, a la clase
homobasidiomicota, orden agarica, familia pleuraceae (Carvajal, 2010), que degrada la
materia organica ya que la toma como fuente de energia la lignina y la celulosa (Carbajal-
Tocagon, 2010). La lignina es uno de los biopolimeros que se encuentra mas abundante en
las plantas junto con la celulosa y la hemicelulosa conforma la pared celular de las mismas
en una disposicion regulada a nivel nano-estructural, dando como resultado redes de
lignina-hidratos de carbono. La composicién o distribucidn de los tres componentes en esas
redes varia dependiendo del tipo de planta. En el caso de la composicion de la madera, los
rangos mas comunmente encontrados son: Celulosa: 38-50%; Hemicelulosa: 23-32% vy
Lignina: 15-25% (Chavez-Sifontes, 2013).

2.1. Ciclo de vida
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El ciclo reproductivo del hongo Pleurotus ostreatus tiene un periodo de vida de siete a ocho
semanas, este inicia cuando el hongo se encuentra en su estado maduro y suelta sus esporas,
las esporas o también llamadas semillas son células que dan inicio a la vida del micelio, el
siguiente paso es que este de origen al cuerpo fructifero y al final este ciclo concluye
cuando el hongo maduro suelta sus esporas, después de cierto tiempo inicia a degradarse,
luego a envejecer y muere. (Carbajal-Tocagon, 2010)

En la etapa de crecimiento del micelio debe obtener una buena carga nutricia a partir de
carbono, nitrégeno, azufre y fosforo como principales fuentes, como complementarias
algunas sales y minerales (Diaz-Godinez, 2015).

2.2. Reproduccion sexual

Pleurotus ostreatus que estd formado generalmente, por un pie normalmente lateral, corto o
ausente, aterciopelado y de color blanco; un anillo y un sombrero carnoso, grande de 8-15
cm, convexo al principio (Milla, 2007), con l&minas que contienen los basidocarpos en esta
region es donde se forman las basidiosporas que son oOrganos responsables de la
reproduccion sexual (Nabors, 2006). EI medio de reproduccién se basa en el que los
basidios (n + n) tras una cariogamia forman nucleos diploides que tras una meiosis dan
lugar a las basidiosporas. A partir de ellas, se desarrollan micelios monocaridticos de
distinto tipo que finalmente se unen tras un proceso conocido como plasmogamia,
obteniendo un micelio dicariético que dard lugar al hongo y, posteriormente, a la seta,
volviéndose a repetir el ciclo (Sanchez, 2015).

3. ISOENZIMAS FENOLOXIDASAS Y SU CLASIFICACION

Las isoenzimas son enzimas que presentan diferente secuencia de aminoacidos pero que
tienen la misma reaccion quimica catalitica. La formacion de las isoenzimas permite un
equilibrio en el metabolismo para cumplir las necesidades de una determinada etapa de
desarrollo o tejido.

Las isoenzimas fenoloxiasas juegan un papel importante en procesos de descomposicion de
carbono ya que constituyen un grupo biocatalizador capaz de catalizar la oxidacion de
compuestos aromaticos en quinonas, Los compuestos fenolicos también son oxidados por
las oxidasas que dependen de H202 (Sanchez-Rosario, 2011).
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Tabla 1. Clasificacion y descripcion de algunas fenoloxidasas.

Fenoloxidasas Descripcion
Lignina peroxidasa Cataliza la oxidacion de la lignina solo con presencia de H202, su
(EC1.11.1.14) peso molecular es de aproximadamente 40 kDa, siendo glucosilada y

tanto su punto isoeléctrico como su pH Optimo de accion son acidos
(Orth et al, 1993).

Manganeso Tiene un peso molecular de aproximadamente 50-60 kDa, y es

peroxidasa glicosilada,Su punto isoeléctrico y su pH optimo son acidos. Utiliza

(EC1.11.1.13) H202 para oxidar manganeso divalente a manganeso trivalente
(Santucci et al, 2000)

Lacasas Glicoproteinas extracelulares e intracelulares, tienen un peso

(EC 1.10.3.2) molecular alrededor de 25-80 kDa, poseen la capacidad de reducir

oxigeno molecular a dos moléculas de agua y simultdneamente
oxidan un electron de un varios sustratos fenolicos y aminas
aromaticas (Thurson, 1994).

3.1. Enzimas lacasas y estructura

La lacasa se descubrid en el exudado del arbol japonés Rhus vernicefera, como una
sustancia termolabil responsable de catalizar la polimerizacion oxidativa de compuestos
lipofilicos (Yoshida, 1883). Las laccasas son polifenol oxidasas que contienen moléculas
cobre gue estan implicadas en la degradacion de la lignina por un mecanismo de oxidacion
de compuestos fenolicos o aminas aromaticas mediante la transferencia de electrones hacia
atomos de oxigeno (Salmones et al, 2015).

Las laccasas extracelulares son constitutivamente producidas en pequefia cantidad, sin
embargo, su produccion puede ser estimulada por la induccion de sustancias,
principalmente compuestos aromaticos o fendlicos relacionados con lignina o derivados
(Salmones et al, 2015). Las lacasas tienden a conservar su actividad enzimaticaen un rango
de pH entre 3 a10 y un rango de temperatura entre 5 a 55 °C. (Ramirez et al, 2003).

La estructura depende del organismo de procedencia, en bacterias suele tener un a&tomoy en
ocasiones hasta dos de cobre, mientras que en hongos tienen entre tres y cuatro atomos de
cobre que se encuentran en el centro activo (Ospina, 2008). El centro activo esta constituido
por cuatro atomos de cobre (Cu?) los cuales estan distribuidos en tres sitios diferentes de su
estructura (McGuirl & Dooley, 1999): el sitio Cu?* tipo 1 muestra una absorcion en la zona
visible y provoca un color azul en la proteina purificada; el sitio Cu?* tipo 2 posee una
absorcién que no se detecta, pero tiene una capacidad de interactuar con una gran cantidad
de inhibidores anidnicos; por ultimo el sitio Cu?* tipo 3 se reconoce por su fuerte absorcion
en la region cercana al ultravioleta (Ainhoa et al, 2002).
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3.2. Uso de las enzimas lacasas

Estas enzimas tienen la capacidad de oxidar sustratos de alto potencial en presencia de
mediadores que permiten la degradacion de compuestos xenobioticos (Salmones et al,
2015). La capacidad de reducir el oxigeno molecular a dos moléculas de agua y
simultaneamente, trabajan en la oxidacion de un electron de muchos sustratos aromaticos.
El rango de sustratos oxidables es amplio, e incluye polifenoles, manofenoles
metoxisustituidos, aminas aromaticas y otros compuestos aromaticos facilmente oxidables.
(Ramirez et al, 2003)

Entre sus muchas aplicaciones y sus variaciones se encuentra la clarificacion de vino ya que
remueve los compuestos fendlicos, al distinguir la morfina de la codeina se puede utilizar
en el andlisis de drogas. Tiende a tener un efecto de decoloracion de efluentes,
blanqueamiento de la pulpa de papel, degradacidn de herbicidas, entre otros, por lo tanto, se
utiliza como delignificacion y procesos de biorremediacion (Tellez-Téllez et al, 2008).

Se puede contar con una gran gama de usos de estas enzimas ya que tienen una fuerte
capacidad de oxidacion en diversos compuestos. Desde el punto de vista biotecnoldgico las
lacasas son estables, oxidan un amplio rango de compuestos y sobre todo que la mayoria
de lacasas se pueden inducir, es por eso que también tienen aplicaciones como:
penetramiento de materiales lignoliticos con el objetivo de la obtencion de celulosa a partir
de la madera (Trotter, 1990), la decoloracion de efluentes ya que son capaces de decolorar
y disminuir la DQO (demanda quimica de oxigeno) de fluentes (Gonzéles et al, 2000),
Decoloracion de colorantes textiles, tratamiento de hidrocarburos, entre otros.

4. TIPOS DE GENES DE LACASAS

Tabla 2. Genes de lacasas en hongos reportados por GeneBank.

Gen Gen Bank DNA Organismo Referencia
lacasse XM_003169329.1 1959 pb  Arthroderma The Broad Institute
gypseu Genome
Sequencing
Platform
phenoloxidase M60560.1 2904 pb  Coriolus hirsutus Kojima et al., 1990
Diphenol 722591 3155 pb  Pleurotus ostreatus  Giardina et al.,
oxidase 1995
laccl X84683.1 2800 pb  Trametes versicolor Jonsson et al.,
1995
POX2 Z49075 3571 pb  Pleurotus ostreatus  Giardina et al.,
1996
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Lcc3-1

Lcsl

poxAlb

Lacc3-2

Lacl

laplA

lap 2

lcck

poxa3
laccase
lacl ex 1-3
lac2 ex 1-2
lac3 ex 1-3
Lac 1-2
LacA

Lcc2

Lcc2

sspoxa3a

AF025481.1

AF053472.2

AJ005017

AF123571.1

AF170093.1

AF414808.1

AF414807.1

AB089612

AJ344434

AY485826.1

AJ420179

AJ420180

AJ420181

AB201164.1

AY839936.1

EF050081.1

EF050080.1

AM409318

2629 pb

3032 pb

3371 pb

2840 pb

3331 pb

2554 pb
4996 pb
2929 pb
3480 pb
2804 pb
238 pb

198 pb

238 pb

3712 pb
4009 pb

1934 pb

1896 pb

1318 pb

Pycnoporus
cinnabarinus

Ceriporiopsis
subvermispora

Pleurotus ostreatus

Pycnoporus
cinnabarinus

Pycnoporus
cinnabarinus

Trametes pubescens
Trametes pubescens
Pleurotus ostreatus
Pleurotus ostreatus
Flammulina
velutipes

Pleurotus ostreatus
Pleurotus ostreatus
Pleurotus ostreatus
Termitomyces sp.
Trametes sp
Monilinia
fructigena

Sclerotinia
sclerotiorum

Pleurotus ostreatus

Eggert et al., 1996

Karahanian et al.,
1998

Giardina et al.,
1999

Temp et al., 1999

Otterbein et al.,
2000

Galhaup et al.,
2002

Galhaup et al.,
2002

Okamoto et al.,
2003

Palmieri et al.,
2003

Zhang et al., 2004
Luis et al., 2004
Luis et al., 2004
Luis et al., 2004
Taprab et al., 2005

Xiao et al., 2006

Hirschhauser &
Frohlich, 2007

Hirschhauser &
Frohlich, 2007

Giardina et al.,
2007
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sspoxa3b

Lccl

Lcc3

Lccd

pox3ex 1-11
pox 4 ex 1-20
pOX5

pseudogene
pfalL

lacasse

lacasse

laccase

lacasse
Lacl
Lacl

LAC2

LAC3

lacasse

AM409319

EF990894.1

EF990894.1

EF990897.1

FM202669
FM202670
FM202671

EF446161.1

FJ858750.1

FJ858751.1

FJ473384.2

HM483869.1
Jf927721.1
DQ914874.1

AY676426.1

AY676427.1

AY485827.1

1528 pb

3470 pb

4166 pb

3229 pb

2870 pb
3191 pb
2837 pb

4589 pb

2119 pb

2125 pb

4505 pb

1563 bp
3668 pb
1566 pb

1715 pb

1790 pb

1638 pb

Pleurotus ostreatus

Fusarium
oXxysporum

Fusarium
oXxysporum

Fusarium
oxysporum

Pleurotus ostreatus
Pleurotus ostreatus
Pleurotus ostreatus

Phanerochaete
flavidoalba

Pycnoporus
coccineus

Pycnoporus
sanguineus

Polyporus
grammocephalus

Trametes sp
Cerrera unicolor
Ganoderma tsugae

Lentinula edodes

Lentinula edodes

Pleurotus ostreatus

Giardina et al.,
2007

Cordoba-Cafiero &
Roncero, 2008

Cordoba-Carfiero &
Roncero, 2008

Cordoba-Cafiero &
Roncero, 2008

Pezzella et al.,
2009

Pezzella et al.,
2009

Pezzella et al.,
2009

Rodriguez-Rincon
etal., 2010

Uzan et al., 2010

Uzan et al., 2010

Huang et al., 2011

Fanetal., 2011
Janusz et al., 2012
Tai, 2012

Marabottini et al.,
2012

Marabottini et al.,
2012

Zhang & Ma, 2012
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lac2 AJ973225.1 1734 pb  Pleurotus sapidus Linke et al., 2012
lacp83 JF719064.1 2421 pb  Pleurotus ostreatus  Téllez-Téllez et
al., 2012

lacasse AY510604.1 2154 bp  Pycnoporus Zhao et al., 2012
sanguineus

Lacasse 1 JF906786.1 3816 pb  Trametes gibbosa Zheng & Chi, 2012

Lacl HM243485.1 1782 pb  Trametes gibbosa Zheng & Chi, 2012

Laccase AY485829.1 1776 pb  Ganoderma Zhang & Ma, 2012
lucidum

5. CONCLUSION

Pleurotus ostreatus ha mostrado ser un hongo con la capacidad de producir complejos
enzimaticos con actividad lignolitica como lacasas. Diversos estudios han mostrado que las
lacasas tienen efecto de degradacion o son capases de llevar a cabo la transformacion y
mineralizacion de agentes xenobioticos y recalcitrantes, por lo que se les atribuye como un
medio bioregenerador entre otros beneficios.
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