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ABSTRACT

Production of extracellular enzymes from filamentous fungi has been extensively
developed through the use of submerged fermentation. However, the solid-state
fermentation is a suitable alternative for the enzymes production given the physiological
and morphological features of these fungi. In that sense, the use of agro-industrial wastes as
substrates in the production of enzymes of industrial interest is a very good alternative
because their composition, mainly of cellulose, hemicellulose and lignin which act as
inducers for the synthesis of enzymes. Few microorganisms are capable of degrading
lignocellulose, the most effective are the white-rot fungi which attack the components of
the plant cell wall; in this group are find Pleurotus ostreatus.
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RESUMEN

La produccion de enzimas extracelulares de hongos filamentosos ha sido ampliamente
desarrollada mediante el uso de fermentacion sumergida. Sin embargo, la fermentacién en
estado solido es una alternativa adecuada para la produccion de enzimas dada las
caracteristicas fisiologicas y morfologicas de estos hongos. En este sentido, el uso de
residuos agroindustriales como sustratos en la produccién de enzimas de interés industrial
es una muy buena alternativa debido a su composicion, principalmente de celulosa,
hemicelulosa y lignina que actian como inductores para la sintesis de enzimas. Pocos
microorganismos son capaces de degradar la lignocelulosa, los mas eficaces son los hongos
de la pudricion blanca que atacan los componentes de la pared celular de la planta; En este
grupo se encuentra Pleurotus ostreatus.
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1. INTRODUCCION

Las lacasas (E. C. 1.10.3.2) son enzimas oxidasas extracelulares distribuidas en plantas,
bacterias, algunos insectos y principalmente en hongos. Varias especies de hongos
basidiomicetos han sido estudiadas en los ultimos afios, particularmente los hongos de la
podredumbre blanca que son organismos reconocidos como degradadores de lignina,
gracias a su sistema extracelular de Lacasa, Lignina y Manganeso Peroxidasas (Martinez et
al., 2005). Gracias a esto, ha aumentado la prospeccién en busca de nuevas lacasas con
diferentes propiedades a las ya reportadas, que se puedan aplicar a diferentes procesos de
importancia econémica y remediacion. Los hongos ligninoliticos o de podredumbre blanca
generan en la madera un aspecto blanquecino al remover la lignina, celulosa y hemicelulosa
y producen mayor cantidad de enzimas ligninoliticas extracelulares que tienen una potente
capacidad oxidante de la molécula de lignina (Mouso et al., 2003; Quintero et al., 2006).
Pleurotus ostreatus es un hongo de pudricién blanca capaz de degradar y mineralizar a la
lignina y lleva a cabo la oxidacion de compuestos aromaticos (Chawachart et al., 2004;
Ramirez et al., 2003; Dedeyan et al., 2000). Son organismos de gran interés por la
importancia econémica que representan por su produccion mundial como alimento y para la
obtencion de lacasas. Estos hongos producen diferentes isoformas de lacasas constitutivas,
pero algunas pueden ser inducibles (Galhaup et al., 2002)

Las principales aplicaciones biotecnolodgicas de las lacasas son en la industria textil (en la
decoloracion de tintes) y en la industria del papel (en el proceso de blanqueado). Sin
embargo, su uso también se ha extendido a la industria alimentaria (para la estabilidad de
jugos y vinos), farmacéutica, nanotecnologia, biorremediacion de suelos (para degradar
plasticos que contaminan al tener unidades de olefina y para la oxidacion de contaminantes
organicos y toxicos), destoxificacion de aguas residuales (en la remocion natural de
xenobioticos aromaticos), manufactura de detergentes, y transformacién de antibiéticos y
esteroides (Kunamneni et al., 2006; Rodriguez & Toca, 2007; Desai & Nityanand, 2011).
En general, las lacasas se describen como glicoproteinas muy activas en el rango &cido de
pH y termotolerantes.

1.1. Generalidades de hongos del género Pleurotus

El género Pleurotus, es un grupo cosmopolita de hongos con alto valor nutricional, que
incluye especies de hongos comestibles y medicinales que pertenecen al grupo de hongos
de podredumbre blanca (Stajic et al., 2006; Locci et al., 2008). Son hongos saprofitos cuya
capacidad de penetracion de sus hifas, les permite degradar incluso materias
estructuralmente complejas, como la madera o cuticulas de insectos. Estos hongos
producen enzimas que intervienen en la degradacion de celulosa y lignina, obteniendo asi
su fuente de carbono y los nutrientes minerales necesarios para su crecimiento (Cisterna,
2003).
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1.2. Taxonomia

En la tabla 1 se muestra la clasificacion taxonomia de P. ostreatus.

Tabla 1. Clasificacién taxonémica de P. ostreatus.

Reino Fungi
Phylum Basidiomicete
Clase Agaricomicete
Familia Pleurotaceae
Genero Pleurotus
Especie Ostreatus

Fuente: Kirt et al., 2001

1.3. Ciclo de vida de Pleurotus

Los hongos ligninoliticos u hongos de pudricion blanca se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza; pueden vivir en ambientes himedos y secos; su temperatura
Optima de crecimiento varia entre 20 y 30° C. Los hongos lignoliticos tienen una funcion
importante en la naturaleza porque ayudan a la descomposicion de la materia organica
mediante la hidrolisis de sustratos por medio de su sistema enzimatico, para posteriormente
absorberlos por su pared celular (Archibald et al., 1997). En el género Pleurotus, las
basiodiosporas germinan cuando entran en contacto con un sustrato y se encuentran
expuestas a una temperatura, pH y humedad adecuados para su crecimiento. Estas dan
origen a un micelio primario, conocido como homocarion por tener un solo tipo de nicleo,
generalmente haploide. La mayor parte del micelio homocarion no fructifica, pero es capaz
de crecer vegetativamente. Para que el cuerpo fructifero se desarrolle, es necesario que dos
micelios homocarioticos compatibles se fusionen y por disolucion de la pared del punto de
contacto, formen compartimentos hifales de citoplasma continuo, con dos tipos de nucleos
provenientes de cada uno de los compartimentos que se fusionaron. A este tipo de micelio
se le conoce como micelio secundario, en la mayoria de los casos este micelio presenta una
estructura lateral conocida como conexion grapa o fibula (Figura 1) (Sanchez & Royse,
2001).
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Fig. 1. Ciclo de vida de P. ostreatus.

2. ENZIMAS LACASAS

A la fecha esta bien establecido que las tipicas lacasas fungicas son glicoproteinas, con
tres centros de cobre, con pesos moleculares que van de 45 a 110 KDa dependiendo del
hongo y del grado de glicosidacion. Llevan a cabo la reduccion de dos moléculas de
oxigeno a una de agua, tienen pH éptimos acidos y son termotolerantes.

La lacasa es una enzima oxidoreductasa (p-difenol-oxigeno-éxidorreductasa, EC
1.10.3.2). Se le considera dentro del grupo de las fenoloxidasas ya que utiliza
monofenoles como sustrato. Las isoformas de la lacasa poseen similar peso molecular y
sustratos especificos similares, aunque presentan considerables diferencias en la
secuencia de aminoacidos (Okamoto et al., 2000). Son enzimas que estan ampliamente
distribuidas en la naturaleza; se ha reportado su presencia en animales, plantas y
microorganismos (Lucas et al., 2001).

Ademas, forman parte del sitio catalitico y son responsables de llevar a cabo la
transferencia de electrones. El centro de cobre tipo | se caracteriza por una fuerte
absorcion en la zona de 600 nm y es el responsable del tipico color azul de la lacasa.
Esta involucrado en la captura y transferencia de electrones (Reinhammar &
Malmstron, 1981). El centro de cobre tipo Il solo exhibe su pico de absorcién en la
region visible, por lo que es invisible para el analisis por resonancia paraméagneta de
electron. Es facilmente removido en condiciones anaerobias y en presencia de un agente
reductor. Ademas de estar implicado en la captura y transferencia de electrones,
interviene en la union del oxigeno al sitio activo. El cobre tipo Il es un centro binario
que absorbe alrededor de 330 nm. Al igual que el centro tipo Il, participa en la unién del
oxigeno. Este centro junto al centro tipo Il forman un grupo trinuclear (T2/T3)
incrustado entre los dominios 1 y 3, los cuales proveen sus aminoacidos para su
estabilizacion (Thurston, 1994.; Piontek et al., 2002).
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2.1. Reaccion quimica de lacasas

En la figura 2 se muestra la reaccion tipica de una lacasa.

COH Q

= Lacasa
+ 0O, - ﬁ + H,0

OH Q

Fig. 2. Reaccidn tipica de la enzima lacasa sobre compuestos fendlicos.

3. FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO COMO METODO DE
OBTENCION DE LACASAS

Se ha reportado que la fermentacion en medio solido (FMS) es una buena alternativa para
la produccion de diversas enzimas de hongos, obteniendo mejores resultados que en la
fermentacion en medio liquido (FML) (Diaz Godinez, 2001).

La produccion de enzimas extracelulares a partir de hongos filamentosos ha sido
desarrollada extensivamente a través del uso de FMS. Siendo una alternativa mas adecuada
para la produccién de enzimas dadas las caracteristicas fisioldgicas y morfoldgicas de los
hongos filamentosos (Garcia, 2001). Es por ello que el uso integral y racional de los
desechos agroindustriales como sustratos en la produccion de enzimas de interés industrial
se convierte en una alternativa extremadamente atractiva debido a la presencia en estos
compuestos de grandes cantidades de celulosa, hemicelulosa, pectina y lignina, los cuales
sirven como inductores para la sintesis de enzimas hidroliticas y fenoloxidasas (Garcia
2001.; Raimbault 1998.; Enari 1990.; Cannel & Moo-Young 1980). Sin embargo, son
relativamente pocos los microorganismos capaces de degradar lignocelulosa. La lignina es
un biopolimero aromatico, estructuralmente amorfo, encontrado abundantemente en la
pared de algunas células vegetales y extremadamente resistentes al ataque microbiano.

4. APLICACIONES INDUSTRIALES Y BIOTECNOLOGICAS DE LAS
ENZIMAS LACASAS

Las aplicaciones préacticas de las lacasas, conducen a investigar nuevas fuentes de enzimas
producidas por hongos (Mayer & Staples, 2002). Las lacasas ofrecen diversas ventajas que
son de gran interés para su aplicacion biotecnologica (Baldrian, 2006), pues oxidan tanto
compuestos toxicos como no tdxicos, son especificas, ecolégicamente sostenibles y
principalmente, son catalizadores competentes (Shraddha et al., 2011).
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4.1. Industria del papel

La preparacion industrial del papel requiere la separacion y degradacion de lignina en pulpa
(Rodriguez & Toca, 2007). Convencionalmente, este proceso se realiza usando oxidantes
quimicos a base de contaminantes clorados y oxigeno (Kunamneni et al., 2006). Los
procesos de deslignificacion con oxigeno se han introducido industrialmente en los Gltimos
afios para sustituir los métodos convencionales con cloro, pero pre-tratamientos de la pulpa
con enzimas ligninoliticas, podrian proporcionar estrategias méas limpias de deslignificacion
(Rodriguez & Toca, 2007). Una razon importante para sustituir el blanqueo quimico con
cloro, por el bioblanqueo, es la eliminacion de compuestos organoclorados del medio
ambiente, dado que son altamente carcinogénicos (Rodriguez & Toca, 2007).

Las lacasas son utilizadas en la industria papelera para llevar a cabo el biopulpeo, que es un
proceso fundamental para separar y eliminar la lignina de la celulosa (Deleé et al., 1988).

4.2 Industria textil

Este tipo de industria ocupa las dos terceras partes del mercado total de colorantes, ademas
de que consume grandes volimenes de agua y sustancias quimicas para el procesamiento
himedo de textiles (Desai & Nityanand, 2011; Rodriguez & Toca, 2007). Los reactivos
quimicos usados tienen diversa composicion, que va de compuestos inorganicos, a
polimeros y productos organicos. Debido a su estructura quimica y origen sintético, los
tintes son resistentes a la decoloracion por exposicion a la luz y al agua (Desai &
Nityanand, 2011). El uso de lacasas en la industria textil ha crecido rapidamente; se han
usado para blanquear textiles y algunas veces para sintetizar colorantes (Desai &
Nityanand, 2011). En cuanto al blanqueo de textiles.

4.3. Nanobiotecnologia

Dado que las lacasas son capaces de catalizar reacciones de transferencia de electrones sin
la adicidon de cofactores, su uso también ha sido estudiado en biosensores, para detectar
varios compuestos fenolicos u oxigeno. Por ello, biosensores para la deteccion de morfina 'y
codeina, flavonoides vegetales y electroinmunoensayos, han sido desarrollados. La
contribucion de la nanotecnologia es el desarrollo de méas pequefios y mas eficientes
biosensores controlados por deposicion y adsorcion especifica de biomoléculas en
diferentes tipos de superficies, que van desde el orden de micras hasta nanometros
(Rodriguez & Toca, 2007).

4.4. Biorremediacion

Uno de los mayores problemas ambientales que enfrenta el mundo hoy en dia, es la
contaminacion del suelo, agua y aire, por compuestos quimicos toxicos (Desai &
Nityanand, 2011). Con la rapida industrializacion y el uso extensivo de pesticidas para
mejorar la productividad agricola, la contaminacién ambiental se ha convertido en un serio
problema. Ciertos compuestos peligrosos, como bifenilos policlorados, benceno, tolueno,
etilbenceno, xileno, hidrocarburos aromaticos policiclicos, pentaclorofenol, 1,1, 1-tricloro-
2,2-bis (4-clorofenil) etano y trinitrotolueno, son sustancias conocidas por su efecto
carcinogénico y mutagénico y por su persistencia en el medio ambiente (Shraddha et al.,
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2011). La capacidad de los hongos para transformar una amplia variedad de productos
guimicos peligrosos, ha causado gran interés en los investigadores para su uso en la
biorremediacion (Shraddha et al., 2011).

En la biorremediacién de suelos, las lacasas oxidan contaminantes organicos toxicos que,
en conjunto con otros xenobidticos, son la principal fuente de contaminacion del suelo.
Normalmente se aplican en forma de micelio crecido sobre viruta de madera, paja de trigo o
de maiz, o de algun otro material lignocelulésico similar (Quintero et al., 2006).

En aguas de irrigacion, la presencia de compuestos aromaticos, representa un riesgo
significante para la salud, por lo que el uso de lacasas inmovilizadas sobre soportes
organicos, permite la remocion natural de los xenobidticos arométicos de suspensiones
acuosas (Minussi et al., 2002).

4.5. Cosméticos

El ambito de los cosméticos no ha sido indiferente a la aplicacion de las lacasas ya que
actualmente se conocen tintes capilares a base de estas enzimas que los hacen menos
irritantes, pues las lacasas sustituyen el peroxido de hidrégeno como un agente oxidante en
la formulacion de los tintes. Recientemente, también se han desarrollado preparaciones
cosmeéticas y dermatoldgicas que contienen proteinas para el aclarado de la piel (Rodriguez
& Toca, 2007).

4.6. Alimentos

En la industria alimentaria, las lacasas se utilizan para la eliminacion de compuestos
fenolicos indeseables en la elaboracion de jugos, en la estabilizacion del vino y la
biorremediacion de aguas residuales. Las lacasas no sélo mejoran la funcionalidad, sino
también las propiedades sensoriales del producto en el que se aplican (Minussi et al., 2002;
Rodriguez & Toca, 2007.; Shraddha et al, 2011).

En la industria de la cerveza, las lacasas no sélo proporcionan estabilidad, sino también
alargan la vida util de la misma. En esta bebida, la formacién de turbidez es estimulada por
las proantocianidinas presentes de forma natural, fendmeno que se conoce como “niebla
fria”. A temperatura ambiente o superior, el calentamiento de la cerveza puede disolver el
complejo, pero después de cierto tiempo, los anillos fenolicos son sustituidos por el grupo
sulfhidrilo, y la turbidez entonces, se vuelve permanente, sin que se pueda redisolver
(Shraddha et al., 2011).

En la elaboracion de jugos frutales estables, la enzima lacasa es utilizada cominmente, ya
que los compuestos fendlicos y sus productos de oxidacion confieren color y sabor no
caracteristico al jugo. El cambio en el color y aroma del jugo, se atribuye a la
polimerizacion y oxidacion de compuestos fenolicos y polifenoles, debido a que existe una
alta concentracion de estos compuestos; esta reaccion se denomina oscurecimiento
enzimatico (Rodriguez & Toca, 2007).

141
Paredes-Juérez et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2017, 2(1):135-144



El tratamiento de los jugos con lacasas, es mas efectivo en comparacion con los métodos
convencionales, ya que permite la eliminacién de fenoles, asi como de complejos sustrato-
enzima, con la ayuda de una membrana de filtracion, logrando la estabilidad del color, a
pesar de que la turbidez esté presente (Minussi et al., 2002). En el area de panificacion, una
amplia variedad de enzimas son usadas para mejorar la textura, volumen, sabor y frescura
del pan. Cuando la lacasa se afiade a la masa, la fuerza del gluten en la masa y en los
productos de panaderia, se mejora, pues el volumen del producto aumenta, se mejora la
estructura de la miga y la suavidad de los productos horneados se lleva a cabo. Asi mismo,
debido a la adicion de lacasa, la viscosidad disminuye y la resistencia y estabilidad
aumentan, aun utilizando harinas de baja calidad (Minussi et al., 2002; Rodriguez & Toca,
2007).

En la produccion de vino, particularmente en la etapa de trituracion y prensado de la uva, la
alta concentracion de compuestos fendlicos y polifenoles provenientes de los tallos,
semillas y pieles de las bayas, desempefian un papel importante, puesto que contribuyen al
color y astringencia del vino. La oxidacion de polifenoles ocurre tanto en mostos como en
vinos, causando un aumento en el color y cambios en el sabor, lo que se denomina como
“maderizacion”. Factores cataliticos, remocion de polifenoles, clarificacion y altas dosis de
dioxido de azufre, se utilizan para prevenir la maderizacion (Minussi et al., 2002). Por lo
tanto, el tratamiento con lacasa es factible, incrementa la capacidad de almacenamiento y
reduce costos de procesamiento (Shraddha et al., 2011).

5. CONCLUSIONES

Las enzimas lacasas debido a su alto potencial biotecnolégico son ampliamente estudiadas,
estas forman parte de un complejo enzimatico capaz de degradar compuestos de dificil
asimilacion, es bien sabido que en todo el mundo se generan miles de toneladas de residuos
agroindustriales, generando un gran impacto al ambiente; es aqui donde las enzimas juegan
un papel imprescindible siendo capaces de remover estos residuos hasta su completa
degradacion. Las enzimas lacasas han sido producidas mediante diferentes procesos
biotecnoldgicos en el que destacamos la fermentacion solida como un medio eficaz para su
produccion.
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