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Resumen

La contaminacion ambiental es un mal aparejado al desarrollo industrial, mientras no se regulen
adecuadamente los desechos. Villa Clara es una provincia cubana cuya capital, Santa Clara, cuenta con
multiples industrias y hospitales potenciales contaminantes. La zona urbana de este municipio es atravesada
por varios rios que muestran sefiales de deterioro ambiental, producto del vertimiento inconsciente y
descontrolado. Existen muchos procedimientos para mitigar la contaminacion, entre ellos la biorremediacién
con microorganismos y enzimas, lo cual en nuestro medio no se ha implementado. Partiendo de lo anterior
se hace una revision exhaustiva de material especializado, para ilustrar y profundizar en la biorremediacion
de aguas residuales mediante el empleo de la enzima lacasa, una metalo-Oxidorreductasa ampliamente
representada en el mundo vivo. Esta enzima se ha aplicado libre o inmovilizada, purificada o en extractos
crudos. Es muy versétil en la degradacibn de compuestos fendlicos altamente téxicos por su baja
especificidad de sustrato, lo cual se ha aprovechado para el tratamiento de aguas procedentes de la industria
farmacéutica, textil y agricola. No cabe dudas que estas tecnologias limpias deben implementarse, para que
la industria crezca en armonia con el medio ambiente.

Palabras clave: biorremediacién, hongos, lacasa, enzima, aguas residuales, antibiéticos, colorantes.

Abstract

Environmental pollution is an evil associated with industrial development, as long as wastes are not
adequately regulated. Villa Clara is a Cuban province whose capital, Santa Clara, has multiple industries and
potential polluting hospitals. The urban area of this municipality is crossed by several rivers that show signs
of environmental deterioration as a result of unconscious and uncontrolled dumping. There are many
procedures to mitigate contamination, including bioremediation with microorganisms and enzymes, which
has not been implemented in our environment. Based on the above, an exhaustive review of specialized
material is made to illustrate and deepen in the bioremediation of wastewater through the use of the laccase
enzyme, a metallo-oxidoreductase widely represented in the living world. This enzyme has been applied free
or immobilized, purified or in crude extracts. It is very versatile in the degradation of highly toxic phenolic
compounds due to its low substrate specificity, which has been exploited for the treatment of water from the
pharmaceutical, textile and agricultural industries. There is no doubt that these clean technologies should be

implemented in order for the industry to grow in harmony with the environment.
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Introduccion

El desarrollo de las ciudades junto al desarrollo humano en la produccion de bienes y
servicios, mediado la industria ha traido por consecuencia serios problemas de
contaminacion de las aguas, con afectaciones elevadas a los ecosistemas.

La provincia Villa Clara, ubicada en el centro de Cuba, cuenta con un amplio sector
industrial, donde Santa Clara, su cabecera municipal, muestra un elevado nivel de

contaminacion de su sistema acuifero, tanto rios como aguas subterraneas.

Calidad de las aguas superficiales

Fusnte Tomada de wiwwgoogle earth.c

Desechos sélidos urbanos

Figura 1. Municipio Santa Clara, Provincia Villa Clara, Cuba.! Desechos sélidos urbanos (cuadrados color
pardo) y calidad de las aguas superficiales y subterraneas (segun leyendas).

Incluso las dificultades en el abastecimiento de agua a la ciudad ha obligado a sus
moradores a la construccion de pozos de manera manufacturada, lo cual aporta agua de
dudosa calidad para el consumo humano. Sin menospreciar los rios, cuyos afluentes

atraviesan la ciudad, y muestran evidencias macroscopicas de contaminacion.

Figura 2. Vistas del rio Bélico, que atravieza la ciudad de Santa Clara, y es centro de vertimiento de residuos
domeésticos. Tomada por el autor.



Una de las tareas de la biotecnologia moderna es el desarrollo de herramientas
innovadoras para corregir tales efectos, de modo que debe centrar sus esfuerzos en la
gran diversidad de moléculas contaminantes vertidas a las aguas, originadas tanto en el
hogar como en la industria,? asi como herbicidas, colorantes sintéticos, plasticos,
fertilizantes, hidrocarburos arométicos policiclicos. Sumese a esta lista otros
contaminantes llamados emergentes, relacionados con productos farmacéuticos
(antibidticos, analgésicos, hormonas y disruptores endocrinos).?
Para el tratamiento de estos contaminantes se han implementado diferentes métodos
fisicos y quimicos, entre ellos el empleo de una enzima muy versétil: la Lacasa.*
Lo anterior conformo las bases para profundizar y promocionar las aplicaciones de las
Lacasas en la biorremediacién enziméatica de las aguas residuales, con el fin central de
disefiar proyectos de investigacion para su implementacién en nuestro medio. Para
cumplimentar lo anterior se realiza un exhaustivo analisis de la informacion encontrada en
multiples sitios especializados de internet, con la ayuda de buscadores como Google.

- LalLacasa: una breve descripcion de su estructuray funcién.
Las Lacasas pertenecen a la familia de enzimas multicobre oxidasas (MCOs), son
clasificadas como bencenediol oxigeno reductasas (EC 1.10.3.2) y son también conocidas
com p-difenol oxidasas.® Son consideradas enzimas versatiles capaces de oxidar un gran
namero de compuestos fendlicos y no fendlicos, debido a su baja especificidad de
sustrato; utilizando para ello el oxigeno como aceptor de electrones y dando lugar a la
formacién de agua como subproducto.®

- Fuentes de Lacasas utiles en la biorremediacion de aguas residuales.
Las lacasas fungicas fueron las primeras en ser reportadas por Bertrand.” Entre las
especies de hongos, los basidiomycetes, especificamente Agaricus bisporus, Pleurotus
ostreatus, Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium, y Coprinus cinereus,
producen varias isoformas de lacasa.? Se sabe estan involucradas en la esporulacion,
produccion de pigmentos, formacion del cuerpo fructificante, defensa a estrés,
patogénesis a plantas y degradacion de lignina.®t°
Las lacasas existen en una variedad de estructuras, la mayoria de ellas son monoméricas,
aunque algunas estan presentes en formas de homodimeros, heterodimeros y
multimeros. Tienen rangos de masa molecular entre 50 a 140 kDa, dependiendo del
organismo, aunque una lacasa fungica tipica tendra un rango de 60 a 70 kDa con un punto

isoeléctrico alrededor de pH 4.0. Estas lacasas fungicas usualmente estan glicosiladas,



con un 10 a mas de un 30% de aumento de masa; esta porcion asegura la estabilidad
conformacional de la enzima y la protege de la protedlisis y la inactivacion por radicales.!
El potencial redox (E°) de las lacasas tiene una relacion directa con la energia requerida
para remover un electron del sustrato reductor, constituyendo una de las caracteristicas
fundamentales de estas enzimas. Por lo tanto, las lacasas con altos E°, como las fungicas
son de especial interés para las biotecnologias, ya que son capaces de oxidar sustratos
que también tengan altos E° (E° > 400 mV).}? Estas lacasas contribuyen a la
biorremediacion a través de la oxidacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS),
plasticos y compuestos fendlicos, colorantes, y la degradacibn de compuestos
farmacéuticamente activos, entre otros.'318
Dado que las lacasas del hongo de raiz blanca tienen potencial para degradar compuestos
fendlicos, diversos estudios han involucrado su inmovilizacién para remover fenol,!° y
cloranfenicol (uno de los micro-contaminantes mas persistentes en las aguas residuales
de la industria farmacéutica y los hospitales).?°
El campo de las lacasas de fuentes naturales de hongos fracasa ante la industria, a veces
por la produccion silente de dichas enzimas en dichos microorganismos, su baja
concentracion o la presencia de isoenzimas, de las cuales solo una es la de interés, de
ahi que la expresion heterdloga de lacasas sea una alternativa promisoria. 2123
La expresion heter6loga de muchas lacasas fungicas se ha reportado en bacterias como
E. coli, levaduras como Pichia pastoris y Yarrowia lipolytica,?* hongos filamentosos?’
como Aspergillus oryzae, A. niger, y Trichoderma atroviride?* y plantas como Arabidopsis
thaliana y Zea mays. 22 Asi, las lacasas fungicas recombinantes han sido ampliamente
aplicadas en la biorremediacién.??-25

- Estructura de las Lacasas.
Las Lacasas son multicobre oxidasas (MCOs), con cuatro atomos de cobre: uno tipo-1,
uno tipo-2, y dos tipo-3, todos formando su sitio catalitico (Fig. 3). Son miembros de la
superfamilia de las cupredoxinas, pero multi-dominio. Esta familia se caracteriza por el
plegamiento cupredoxina, que consiste de dos hojas B ordenadas en una conformacion
de barril Greco, este motivo tiene al menos siete cadenas 3 antiparalelas torcidas para
formar una estructura en barril cerrado, en la cual algunas cadenas estan adyacentes en
el espacio pero no en secuencia.?®
La clasificacion de los atomos de cobre esta basada en el ambiente del ion metélico y sus
caracteristicas espectroscopicas; T1: cobre “azul” paramagnético, con una absorbancia a

610 nm, T2: cobre “no azul” paramagnético, y T3: un par cobre-cobre acoplado por espin



diamagnético, con una absorbancia a 330 nm. 27 El cobre T1 tiene el mayor E° y es el sitio
de oxidacién del sustrato. El cobre tipo-2 y los dos tipo-3 forman un clister, donde el
oxigeno molecular es reducido, y el agua es liberada. Los atomos de cobre tipo-2 y 3 son
coordinados por His de las cadenas laterales (T2 por dos de ellos y T3 por seis) (Fig. 3).
Un puente hidroxilo mantiene el acoplamiento antiferromagnético entre los atomos de
cobre T3.%8

Las lacasas comunmente contienen tres dominios homélogos de cupredoxina. Sus sitios
de cobre mononuclear estan formados en la interface entre los dominios 1y 3.%°

En las lacasas con esta tipologia, la funcién del dominio 2 es juntar adecuadamente los
dominios 1 y 3, permitiendo la formacién del clister trinuclear.?® En contraste, en las
lacasas de dos dominios, presentes en las bacterias (pequefias lacasas), sus sitios de
cobre mononucleares existen en los dominios 1 0 2, pero para la formacion de su cluster
trinuclear necesitan oligomerizar como homotrimeros, generando su sitio catalitico hacia
la interfase entre el dominio 1 de un monémero y el dominio 2 del otro monémero.?° En
ambos casos, la distancia y la posicion relativa entre los cobres T1 y el clister son
conservados; cercano a 12 A en todas las lacasas.?®

Hay varias hipotesis sobre la evolucion de las lacasas; todas las cuales consideran que el
dominio cupredoxina, con un 4&tomo de cobre en su estructura, se desarroll6 en diferentes
formas de MCOs, incluyendo dicianina, ascorbato oxidasa, nitrito reductasa,
ceruloplasmina, SLACs, y las lacasas de tres dominios.?’

En hongos han sido estudiadas fundamentalmente lacasas de tres dominios, también
observadas en algunas bacterias, archaea, plantas e insectos.3° Las lacasas son
consideradas proteinas pluriempleo (moonlighting) debido a sus mudltiples actividades
biolégicas.®' Una detallada descripcion del mecanismo molecular de la oxidacién de
sustratos en el sitio T1, la transferencia de electrones intramolecular al cluster trinuclear
ubicado a 12 A, y la reduccion de oxigeno a agua; son brindados por Sitarz et al. 32 Ahi
muestra la complejidad y sutileza de la via de reaccion de la enzima. Estos mecanismos
involucran un bolsillo de unién del sustrato, 3 el cudl confiere adecuada selectividad y
también afecta la E° por encaje inducido en el centro activo.

Lo caracteristico de las lacasas que hacen nombrar su actividad biol6gica como “catalisis
verde” es que pueden oxidar diferentes sustratos con solo requerir moléculas de oxigeno
como reactantes, y producir agua como subproducto. La estructura del sistema molecular
es compleja, involucra la estructura de ésta proteina asi como los restos de carbohidratos

como soportes a la estabilizacion®® y la coadyuvante funcional que incluye la estructura de



las moléculas de agua, un arreglo C-terminal, el estado de coordinacion de los atomos de
cobre, la trnasferencia de electrones a través de las cadenas principal y lateral, y
mediadores.3* Ademas, la composicion del solvente es también una determinante en la
estabilidad de la lacasa, por ejemplo la presencia de compuestos polihidroxilados.3®
Aqui cabe mencionar el interés de implementar el silicato de sodio comercial procedente
de la Empresa Electroquimica de Sagua la Grande, compuesto relativamente inerte que
forma grandes cadenas polihidroxiladas, que puede contribuir a dar estabilizacion de
soluciones de lacasa semi o totalmente purificadas. Ademas pudiera incursionarse en la
inmovilizacién de la mencionada enzima, con el empleo del silicato comercial, y abrir una
brecha mas en la diversificacion de la mencionada industria. Se cuenta, ademas, con un
Departamento de Biologia, en la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Central Marta Abreu que pueden aportar las especies bioldgicas; y el grupo inNOVACENz,
en la Universidad de Ciencias Médicas que trabaja enzimas redox.
Se han empleado diversas propuestas para el manejo de tales complejidades en el
desarrollo de lacasas especificas para procesos de biorremediacién dirigidas a diversas
industrias.3® Estas propuestas pueden ser clasificadas como racional (prediccién
informatica basada en modelaciébn molecular, mecanica cuantica, y simulaciones de
dindmica molecular),3® semi-racional (ensayos experimentales de prueba/error con
mutantes), analisis de estructuras quiméricas e inmovilizacién de lacasa,*3" y la reciente
biologia sintética.3®
Estas propuestas han producido eficazmente lacasas mutantes o derivados con
potenciada estabilidad a la temperatura o solventes orgénicos; actividades austadas al
desarrollo de especificidad para ciertos sustratos; mayores E° en el sitio T1, potenciado
por expresion heterdloga, el cambio de perfiles de actividad con el pH, y la tolerancia a
inhibidores quimicos. En términos estructurales estas implementaciones fueron llevadas
a cabo modificando los grupos funcionales en el sitio de unién del sustrato y los de
coordinacion de los cobres T1,%° asi como la introducciéon de mutaciones estabilizantes
en el dominio interface.*°

- Mecanismo de accion de las lacasas
La busqueda de soluciones ambientales y para la industria, con la aplicaciéon potencial de
las lacasas en diferentes procesos biocataliticos ha aumentado el interés por conocer su
mecanismo de accion.
En general, se conoce que las lacasas oxidan un amplio rango de sustratos; tipicamente

fenoles sustituidos y aminas aromaticas, los cuales son transformados en radicales



libres.*! Inestables productos quimicos y radicales libres generados, inician reacciones en
cadena que conducen a complejas transformaciones quimicas de relevancia biolégica

tales como la sintesis y degradacion de lignina.*?
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Figura 3. Mecanismo general de oxidacion de sustratos por las lacasas. A la izquierda representacion del
sitio activo con el cobre T1 y el clster trinuclear, en sus ambientes de coordinacion representados por
aminoéacidos en modelos de bastones. Modificado de: Arregui et al. (2019).4

La reaccion global de la lacasa involucra un electrén (1e-), oxidaciones secuenciales de
cuatro moléculas de sustrato reducido, con las reducciones de dos dobles electrones
(2x2e-) de atomos de oxigeno para formar las respectivas moléculas de agua. Esto
incluye un paso de transferencia interna de electrones (IET), asistida por los iones cobre
cataliticos localizados en los sitios Cu-T1 y el cluster trinuclear (TNC) Cu-T2 / Cua-T3/
CuB-T3. 4 La altamente conservada naturaleza de los 11 residuos (una Cys y 10 His) que
forman los sitios de cobre T1y el TNC en las lacasas, y en general todas las MCOs, explica
su rol esencial en la actividad catalitica.*®

Otros residuos altamente conservados juegan importantes roles en el reconocimiento y
acomodamiento de los sustratos, IET desde el ion cobre T1 hasta el sitio TNC, y la
reduccion de atomos de oxigeno en dicho sitio. Como una regla, estos residuos estan
localizados en la vecindad de sus respectivos sitios de accién.*®

A pesar de estos avances en el entendimiento de la actividad de las lacasas en términos
de estructura-funcidon aun quedan muchos aspectos por discernir, lo que si esta claro que
su diversidad se debe a procesos evolutivos donde los diferentes organismos han tenido
que ajustar sus magquinarias moleculares para adaptarse al medio circundante.*’

Dado la versatilidad catalitica de la lacasa, se han introducido novedosas herramientas
tecnoldgicas tomando como base el analisis tedrico de su estructura y mecanismos de
accion.

- Aplicaciones de las Lacasas en la biorremediacion de agua.



Hay mas de 15 productos comerciales basados en lacasa, utilizados en las industrias textil,
de alimentos y del papel, los cuales reflejan la viabilidad de su uso industrial.*®
A continuacién se ofrece un resumen sobre la ingenieria de lacasas de hongos, plantas y
bacterias, en la biorremediacion de aguas residuales.

I) Empleo de lacasas fungicas:
En compuestos de la industria farmacéutica se han empleado la lacasa del Pycnoporus
sanguineus que participa en la degradacion de estrégenos con un 96% de eficiencia. Se
sugiere un mecanismo de hidroxilacion de los estrégenos.*® Por otro lado, la lacasa de
Trametes versicolor participa en la degradacion de diclofenaco, trimetoprim,
carbamacepina y sulfametoxazol con las respectivas eficiencias: 100, 95, 85 y 56%. *°
También se ha reportado la lacasa de Trametes hirsuta en la degradacién de cloranfenicol,
para ello se plantea como mecanismo la deshalogenacion y la oxidacion del cloranfenicol
para formar el cloranfenicol-aldehido que no fue téxico.?°
Otro ejemplo es la lacasa de Trametes versicolor, que fue implementada para la
degradacion de clortetraciclina en un 60% por 2 horas. Este contaminante se considera
recalcitrante y es sometido por la enzima a una oxidacién de los enlaces C-C y C-0.5!
Aplicado a compuestos plasticos, de proteccién a la salud y herbicidas se ha empleado la
lacasa de Pycnoporus sanquineus que participa en el 100 % de la degradacion del
disruptor endocrino bisfenol A, en menos de 24 horas. Se plantea que el producto final es
el 4-isopropenilfenol.’* Otra lacasa, una recombinante de Trametes sanguineus en
Trichoderma atroviride, intervino en la degradacion de compuestos xenobidticos
procedentes de aguas residuales de una industria de biocombustibles, como el fenantreno
y el benzo [a] pireno, con una remocion del 97 y 99% respectivamente.?*
Aplicado a los colorantes rosa Bengala, naftol azul, rojo congo, metil naranja, bromocresol
verde, bromocresol azul, bromocresol morado y rojo fenol, se ha empleado la lacasa de
Ganoderma lucidum E47.%° También se ha implementado la lacasa recombinante (Lcc Il1b)
de Trametes versicolor expresada en Yarrowia lipolytica, para degradar bromocresol
morado, safranina, verde malaquita, violeta cristal, bromotimol azul, nigrosina y rojo fenol.
La decoloracion de estos colorantes fue seguida espectrofotométricamente.??
Es importante acotar que en todos los casos los hongos fueron cultivados bien a escala
de laboratorio (placas Petri o erlenmeyers) o en diferentes tipos de bioreactores (a
pequefia escala o mayores).

I)  Empleo de lacasas vegetales:



La lacasa de A. densiflorus, contribuyé a remover la acumulacién del colorante Rubina
GFL (40 mg/L) hasta un 91% en 48 horas. Por su parte, el tejido de la raiz mostré
actividades enzimaticas como: lacasa (138%), lignina peroxidasa (129%), riboflavina
reductasa (111 %), DCIP reductasa (47 %), tirosinasa (26 %) y azo reductasa (18 %). Se
ha propuesto la ruptura oxidativa y la desaminacién del colorante, con demostrada
reduccion de la fitotoxicidad del producto obtenido.>? Otro ejemplo es la lacasa de Tagetes
patula, Aster amellus, Portulaca grandiflora y Gaillardia grandiflora, para el tratamiento de
efluentes textiles, con reducciones hasta el 73 % de los colorantes.>3
Suspensiones celulares de Pichia pastoris expresan las lacasas recombinantes de Oryza
sativa, que participaron en la modificacién y destoxificacion de los herbicidas atrazina e
isoproturon.>*

[II) Empleo de lacasas bacterianas:
Para degradar compuestos farmacéuticos se ha empleado la lacasa recombinante de
Yersinia enterocolitica expresada en E.coli, que degrada el diclofenaco por hidroxilacion
en las posiciones 4’0 5°del segundo anillo bencénico.> De similar manera, la lacasa de
Streptomyces mutabilis A17, participa en la degradacién de los antibiéticos familia de las
sulfas: sulfadiazina y sulfatiazol, con remociones de 73 y 90 %, respectivamente.>®
En la industria de los colorantes ha sido muy eficaz el uso de la lacasa recombinante de
Klebsiella pneumoniae expresada en E. coli, para la decoloracion de colorantes sintéticos.
Se probaron 10 colorantes y todos fueron oxidados eficientemente tanto en las
condiciones acidicas como neutrales.®’ Otra implementada fue la lacasa recombinante de
E. coli K-12 CueO expresada en Pichia pastoris, que decolora colorantes sintéticos como
el rojo Congo, el verde malaquita y el azul brillante R.58 Otra con muy alta la eficiencia
frente a los colorantes azo, antraquindnicos, trifenilmetano y los heterociclicos aroméaticos
fue la lacasa recombinante y mutante WLF de Bacillus pumilus expresado en E. coli.5®
También se han cultivado esporas en suspension, para la obtencién de lacasa de Bacillus
safensis S31, que inactiva el verde malaquita, azul toloidina y reactivo negro 5.6°
En la industria del plastico y los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPAs) se ha
empleado la lacasa recombinante CotA de Bacillus subtilis expresada en E.coli, expresada
en presencia de IPTG. Esta degrada el antraceno, pireno, benzo[a]pireno, fenantreno,
fluoranteno, etc.®!
Conclusiones.
Las lacasas, dado su baja especificidad de sustrato y propiedades redox, tienen la

capacidad de oxidar multiples compuestos aromaticos, entre ellos colorantes, herbicidas,



antibioticos, anti-inflamatorios e hidrocarburos policiclicos aromaticos. Proceden de
fuentes variadas como bacterias, hongos y plantas. Pueden emplearse como extractos
crudos o purificadas, en biorreactores a escala de laboratorio o industrial. Dado el
potencial contaminante de las industrias, hospitales y sector urbano en Santa Clara, se
hace imperiosa la introduccién de tecnologias de biorremediacion que empleen estas

versétiles enzimas: las lacasas
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