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Las lacasas: enzimas versatiles con aplicacion en multiples industrias
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Resumen

El creciente interés por la sostenibilidad ambiental y la expansién global de las economias
basadas en recursos biolégicos han impulsado el desarrollo de la industria biotecnoldgica.
En este contexto, las enzimas juegan un papel fundamental como recursos clave, siendo
herramientas fundamentales en el campo de la biocatalisis. Entre ellas, las lacasas se
destacan como catalizadores versatiles y sostenibles. Estas enzimas multicobre,
pertenecientes al grupo de las polifenol oxidasas, son capaces de oxidar una amplia
variedad de sustratos al utilizar oxigeno molecular como Unico co-sustrato y solo generar
agua como sub-producto. Debido a sus caracteristicas, las lacasas se posicionan como
catalizadores prometedores en sectores de la industria textil, papelera, alimentaria,
cosmeética, farmacéutica y en procesos de biorremediacion. Esta revision describe la
importancia de las enzimas en biocatalisis, se centra en la descripcion de las lacasas y

explora sus principales aplicaciones biotecnoldgicas.

Palabras clave: Biocatalisis; biorremediacion; inmovilizaciéon; oxidorreductasas.

Abstract

The increasing environmental awareness in society and the global expansion of bio-based
economies have driven the growth of the biotechnological industry. Enzymes play a key role
in biotechnology and are fundamental tools in the field of biocatalysis. In this context,
laccases have emerged as versatile and sustainable catalysts. These multicopper enzymes,
belonging to the group of polyphenol oxidases, are able to oxidize a wide variety of substrates

by using molecular oxygen as co-substrate and generating water as the only byproduct.
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Consequently, laccases are positioned as promising catalysts in various sectors, including
textiles, paper, food, cosmetics, pharmaceuticals, and bioremediation processes. This review
summarizes the importance of enzymes in biocatalysis, focusing on the main characteristics

of laccases and their application in diverse industrial fields.
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1- El uso de enzimas en biocatalisis

Las enzimas son proteinas que actian como catalizadores naturales y son ubicuas en
plantas, animales y microorganismos. Al ser biodegradables, derivadas de recursos
renovables y activas en condiciones de reaccién suaves, tanto en soluciones acuosas como
no acuosas, permiten elevados rendimientos y gran selectividad. Ademas, debido a que no
generan productos secundarios y requieren concentraciones bajas de sustrato, junto con
una baja demanda energética, los procesos que catalizan son mas eficientes y amigables
con el medioambiente que los que se basan en la sintesis organica tradicional (Sheldon &
van Pelt, 2013).

Durante el siglo XX, la mejora en nuevas técnicas de extraccion, purificacion vy
caracterizacién de enzimas llevo a la produccién de muchas de ellas con un elevado nivel
de pureza tanto para investigacién como para aplicaciones biotecnoldgicas. Posteriormente,
los avances biotecnologicos, en especial la ingenieria genética y de proteinas,
revolucionaron la enzimologia y la biocatalisis. En el siglo XXI, la biologia celular y molecular
junto con la bioinformatica se convirtieron en disciplinas clave en el desarrollo de
biocatalizadores con propiedades Optimas para aplicaciones industriales (Heckmann &
Paradisi, 2020). Histéricamente, la utilizacion de enzimas estuvo estrechamente vinculada
a una gran variedad de procesos de la industria alimentaria, en especial en la elaboracion
de queso, cerveza, y vino. Hoy en dia, el uso de enzimas se amplid a otras areas de
manufactura de alimentos (panificacion, productos lacteos, conversion de almidon,
procesamiento de bebidas) y se consolidé para suplantar ciertos procesos quimicos,
impulsada por el advenimiento de la quimica verde, en la industria textil, papelera,
farmacéutica, cosmética y quimica (Tabla 1). Asimismo, se han empleado en la elaboracion
de detergentes, biocombustibles y biosensores, y mas recientemente, comenzaron a ser
aplicadas con éxito en tratamiento de efluentes y purificacion de aguas (Heckmann &
Paradisi, 2020; Vogel & May, 2019).



Tabla 1. Ejemplos de enzimas utilizadas en la industria.

Industria Tipo de enzima  Aplicacién Empresa productora

Detergentes Proteasa Remocién de manchas Novozymes / Creative Enzymes
Lipasa Remocién de manchas Novozymes / Creative Enzymes
Celulasa Terminacion Novozymes / Creative Enzymes

Alimentos Proteasa Remocién de alérgenos, saborizante Novozymes / Creative Enzymes
Lipasa Saborizante de quesos Novozymes / Creative Enzymes
Lactasa Remocién de lactosa Novozymes / Creative Enzymes
Pectinasa Despectinizacién de productos frutales Novozymes / Creative Enzymes

Panificacién Amilasa Acondicionamiento de masa Novozymes / Creative Enzymes
Glucosa oxidasa  Endurecimiento de la masa Novozymes / Creative Enzymes
Lipasa Emulsionante Novozymes / Creative Enzymes

Bebidas Pectinasa Estabilizacion de jugos y vinos Novozymes / Creative Enzymes
B-glucanasa Reduccion de viscosidad Novozymes / Creative Enzymes
Amilasa Reduccion de viscosidad, dulcificacion Novozymes / Creative Enzymes
B-galactosidasa Hidrolisis de lactosa Novozymes
Celulasa Tratamiento de jugos y cervezas Novozymes / Creative Enzymes

Textil Celulasa Terminacioén de prendas Novozymes / Creative Enzymes
Catalasa Preparado de telas Novozymes / Creative Enzymes
Pectinasa Remocién de ceras Novozymes / Creative Enzymes
Amilasa Encogimiento de prendas Novozymes / Creative Enzymes
Lacasa Decoloracion Creative Enzymes

Papelera Lipasa Remocién de contaminantes Novozymes / Creative Enzymes
Esterasa Control de contaminantes Novozymes
Celulasa Refinamiento y modificacion de fibras Novozymes / Creative Enzymes
Amilasa Modificacién de calidad del papel Novozymes

Aceites Lipasa Esterificacion Novozymes / Creative Enzymes

Cueros Proteasa Ablandamiento Novozymes / Creative Enzymes
Lipasa Remocién de grasas Novozymes / Creative Enzymes

Farmacéutica Cetorreductasas Amano Enzyme / Creative Enzymes
Acilasa Amano Enzyme / Creative Enzymes
Lipasa Amano Enzyme / Creative Enzymes
Nitrilasa Sintesis de drogas Amano Enzyme / Creative Enzymes
Esterasa Amano Enzyme / Creative Enzymes
Lacasa Novozymes / Creative Enzymes

Transaminasa

Amano Enzyme / Creative Enzymes

Cuidado Peroxidasa Antimicrobiano Novozymes / Creative Enzymes
personal Glucosa oxidasa  Antimicrobiano, blanqueamiento Creative Enzymes
1.1- Laimportancia de la inmovilizacion en biocatalisis

Debido a las multiples ventajas como catalizadores, el mercado de las enzimas se

encuentra en continua expansién, ya en 2005 la produccién de enzimas representd 2,6



billones de dolares, de los cuales el 75 % se destiné a uso industrial, y se estimo para las
décadas siguientes un crecimiento anual mayor al 9 % (Elnashar, 2010). Para el 2021, el
monto alcanzo los 8,9 billones de ddélares y se espera alcanzar los 13,2 billones de doélares
para fines del 2025, con una tasa anual de crecimiento compuesto (CAGR) de 14 %
(Maghraby et al., 2023). Se estima que el 56 % de las enzimas recombinantes
comercialmente disponibles son bacterianas, producidas mayoritariamente por Escherichia
coli (24 %) seguido por los géneros Streptomyces y Bacillus, siendo este ultimo el huésped
preferido por pertenecer al grupo de organismos GRASS (generalmente reconocidos como
seguros) y por ser productor de proteinas de origen Gram-positivo (Vojnovic et al., 2024).

No obstante, la aplicacidn industrial de estas enzimas esta limitada por los altos costos
asociados a su aislamiento y purificacion, su incapacidad de ser reutilizadas y la pérdida de
estabilidad bajo condiciones de reaccidn exigentes. Para superar estas restricciones, se han
desarrollado diversas estrategias destinadas a optimizar su uso en procesos
biotecnoldgicos, con el propdsito principal de reducir los costos de produccidn e
implementacion. Entre estas estrategias, se han destacado los métodos de inmovilizacion
(Maghraby et al., 2023; Lapponi et al., 2022).

Las enzimas inmovilizadas pueden separarse facilmente de la fase liquida, lo que
minimiza o evita la contaminacién del producto (un aspecto critico en la industria
farmacéutica y alimentaria), pueden recuperarse y reutilizarse, lo que ademas, da lugar a
una rapida detencion de la reaccion (Lapponi et al., 2022; Sheldon & van Pelt, 2013). Por lo
tanto, la inmovilizacidon no solo permite la recuperacion y reutilizacién de las enzimas, sino
que también ayuda a mantener su estructura frente a diferentes condiciones, lo que puede
preservar su actividad e incrementar su estabilidad. Con el procedimiento adecuado, las
enzimas muestran mayor resistencia a temperaturas elevadas, variaciones de pH, solventes
e inhibidores. Esto las vuelve particularmente atractivas para ser aplicadas en diversos
campos de la industria al incrementar significativamente la productividad del proceso y
amortizar los costos iniciales de produccion (Lapponi et al., 2022; Sajeevan et al., 2024). Sin
embargo, el proceso de inmovilizacion puede acarrear desventajas al exhibir problemas de
transferencia de masa, cambios conformacionales y desnaturalizacion, y modificaciones en
las propiedades de la enzima que devengan en su desactivacion total (Guzik et al., 2014).
Ademas del tipo de inmovilizacidn, es importante considerar la matriz o soporte empleado.
Asi pues, este deberia poseer una estabilidad adecuada, una estructura porosa y una
superficie elevada que maximice la eficiencia de inmovilizacién (Maghraby et al., 2023).

La mayoria de los métodos de inmovilizacion explotan las caracteristicas de los
aminoacidos de las proteinas mediante la formacion de diferentes tipos de uniones e
interacciones de los grupos funcionales pertenecientes a los residuos de las cadenas
laterales (Mohamad et al., 2015). Las enzimas pueden ser inmovilizadas por varias

metodologias diferentes que se dividen en, principalmente, métodos fisicos y quimicos



(Figura 1). En los primeros, existen interacciones débiles entre el soporte y la enzima, entre
ellas puentes de hidrégeno, interacciones hidrofdbicas, fuerzas de Van der Waals, uniones
por afinidad, enlaces idnicos y contencion mecanica; y el soporte puede ser una resina
sintética, un biopolimero o un polimero inorganico (Trelles & Rivero, 2020, Lapponi et al.,
2022). En los métodos quimicos, se producen uniones covalentes de diferente tipo (enzima-
soporte 0 enzima-enzima), para formar agregados solidos activos (Sajeevan et al., 2024). A
su vez, es relevante mencionar la posibilidad de combinar distintos tipos de interaccion del
soporte o matriz con una o mas proteinas, con el objetivo de obtener un biocatalizador que

responda a cada necesidad.
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Figura 1. Esquema y representacion grafica de distintas metodologias de inmovilizacion.

2- Lacasas
2.1- Distribucion

La primera lacasa fue identificada por Yoshida en 1883 en exudados de arboles de
laca japoneses (Rhus vernicifera). De hecho, el nombre de esta enzima se debe a la
capacidad de oxidar alquilcatecoles como el urushiol y el lacol, normalmente presentes en
la savia de ese arbol (Du et al., 1984). Posteriormente, se reportaron lacasas en una amplia

variedad de vegetales: arroz, algodén, mango, durazno, maiz, tabaco, pino y césped



(Dijkstra & Walker, 1991; Morozova et al., 2007). Estas enzimas se encuentran ampliamente
distribuidas en la naturaleza y estan involucradas en procesos de sintesis y de degradacion.
En plantas, su funcion esta relacionada con el proceso de lignificacion, en el mecanismo de
sanado de heridas y respuesta a patdégenos, ademas de estar involucradas en el
metabolismo del hierro (Hoopes & Dean, 2004).

Las lacasas fungicas, principalmente de Ascomycetes, Deuteromycetes vy
Basidiomicetes, han sido tradicionalmente elegidas por su elevado potencial redox —
generalmente superiores a 700mV — y porque se secretan al medio, lo que facilita su
deteccion y recuperacion. Estas enzimas extracelulares participan en procesos fisioldgicos
diversos, como morfogénesis, detoxificacion, interaccién hongo-planta, defensa frente a
estrés y degradacion de lignina. En contraste, las lacasas bacterianas fueron identificadas
mas tardiamente: la primera descrita fue la de Azospirillum lipoferum en 1993 (Givaudan et
al., 1993), y en 2003 se cristalizé una de Bacillus subtilis (Enguita et al., 2003). En bacterias,
las lacasas desempefian funciones en morfogénesis, sintesis de pigmentos en esporas,
proteccion frente a radiacion UV y homeostasis de metales como hierro y cobre (Giardina et
al., 2010; Akram et al., 2022).

2.2- Descripcién general

La familia multicobre esta caracterizada por enzimas que contienen atomos de cobre
en el centro catalitico, e integra los grupos de ascorbato oxidasas, ceruloplasminas,
manganeso oxidasas y polifenol oxidasas, entre otros. Las lacasas (bencendiol: oxigeno
oxidoreductasas, EC 1.10.3.2) forman parte de las polifenol oxidasas (Enguita et al., 2003).
A diferencia de muchas enzimas que catalizan reacciones sustrato-especificas, las lacasas
no necesitan la adicién de peroxidos o cofactores como NAD(P)H para oxidar el sustrato,
utilizan Unicamente oxigeno molecular como co-sustrato y generan agua como producto
secundario (Akram et al., 2022; Santhanam et al., 2011). Estas enzimas catalizan la
oxidacion de una amplia variedad de moléculas, como fenoles, polifenoles, fenoles
sustituidos, diaminas, hidroxiindoles, aminas aromaticas y bencentioles, y también son
capaces de oxidar compuestos xenobidticos como metoxifenoles y anilinas (Piscitelli et al.,
2010). Ademas, tienen la capacidad de oxidar compuestos inorganicos como triyoduro de
potasio, [Fe (CN)s]*, [Os(CN)e]* y [W(CN)s]* (Morozova et al., 2007). Esta variabilidad de
sustratos deja en evidencia la baja especificidad de la enzima y su potencial en la industria
biotecnoldgica en diversos campos, que incluye el tratamiento y detoxificacion de efluentes,
la bio-nanotecnologia, la quimica fina y el tratamiento de textiles y papel (Niladevi & Prema,
2008; Pawlik et al., 2016).

2.3- Lacasas bacterianas frente a las fungicas



Entre las lacasas, aquellas provenientes de hongos han sido tradicionalmente elegidas
no solo por su mayor potencial redox sino también por ser extracelulares, o que en un
principio facilitdé su deteccion y recuperacion. En contraparte, la mayoria de las lacasas
bacterianas identificadas al momento son de origen intracelular, entre las cuales destacan
Marinomonas mediterranea, Sinorhizobium meliloti y Bacillus subtilis.

Sobre su estabilidad, las lacasas de origen fungico operan solo en un rango de 30 a
50 °C y en condiciones levemente acidas, y son susceptibles a condiciones inhibitorias que
suelen encontrarse en procesos escalados de industrias (Kudanga, 2024). En contraste, las
lacasas bacterianas exhiben mayor actividad y estabilidad a temperaturas elevadas, mayor
rango operacional de pH (incluido condiciones basicas) y pueden tolerar altas
concentraciones salinas e iones metalicos (Akram et al., 2022).

Los hongos suelen producir varias isoenzimas con diferentes propiedades, con pesos
moleculares variables (entre 60 y 110 kDa) y estructuradas como dimeros o trimeros.
Ademas, poseen diferentes grados de glicosilacion, que representan hasta un 45 % de su
peso molecular (Pawlik et al., 2016). Estas caracteristicas dificultan notablemente su
expresion heteréloga (Kudanga, 2024). Por otro lado, no se han reportado, al momento,
bacterias que generen isoenzimas de lacasas. En bacterias, las lacasas suelen organizarse
ya sea como monomeros, trimeros o tetrameros no glicosilados con pesos moleculares que
varian entre 28 y 180 kDa (Santhanam et al., 2011).

Si bien los hongos son capaces de producir titulos elevados de lacasa extracelular, los
sistemas de produccion poseen varias desventajas. Los fermentadores de estado sdlido
(sistemas de bandejas, tambores rotatorios o lecho empacado) requieren elevado
mantenimiento y superficie de terreno libre, lo que limita su aplicacién en escala. Ademas,
las configuraciones agitadas pueden dafar la biomasa y reducir la viabilidad (Niladevi &
Prema, 2008; Pannu & Kapoor, 2014). Por ultimo, las cinéticas de produccion de las lacasas
fungicas son considerablemente mas lentas que las bacterianas y generan una elevada
cantidad de biomasa (Kudanga, 2024).

La demanda de lacasas en el sector industrial requiere de sistemas eficientes de
produccién de las mismas, por lo que resulta de especial interés la busqueda de otros tipos
de productores. Por un lado, la viabilidad de la produccion heterdloga de lacasas fungicas
se ve comprometida por la dificultad de obtener formas activas, no solo por la repetitividad
de los patrones y niveles de glicosilacién sino también por el uso de codones y la presencia
de intrones. Por otra parte, la produccion de lacasas de origen bacteriano en biorreactores
tiene un importante potencial en la industria biotecnoldgica, ya que existen multiples
herramientas para la ingenieria de proteinas, clonado y sobre-expresion, lo cual puede
compensar los conflictos que genera una enzima intracelular en procesos downstream.
Asimismo, los parametros de fermentacion de cultivos bacterianos para la produccién en

escala industrial de enzimas se controlan facilmente (Kudanga, 2024; Luo et al., 2018).



2.4- Sitio catalitico

Andlisis filogenéticos demostraron que los dominios de unién a cobre de las lacasas
son altamente conservados, incluso aunque el resto de la proteina tenga un porcentaje
elevado de variabilidad (Valderrama et al., 2003). Inicialmente, alineamientos entre genes
de plantas y hongos mostraron una firma Unica que caracteriza a las lacasas como un
subgrupo de enzimas multicobre. Esta firma comprende cuatro segmentos que oscilan entre
8 y 24 residuos dispersos en la secuencia de la proteina, que codifican 12 aminoacidos
esenciales ligandos de este metal en los que estan involucradas secuencias con histidinas
(Kumar et al., 2003). Posteriormente, estudios de secuencias bacterianas describieron los
mismos motivos conservados de unién a cobre (Pawlik et al., 2016; Gupta et al., 2019;
Basheer et al., 2017). Hoy en dia, la secuencia consenso que involucra al cuarto segmento
0 dominio, H-C-H-x(3)-H-x(3)-[AG]-[LM] recuperada desde la plataforma PROSITE (Sigrist
et al., 2013), es ampliamente utilizada para la deteccion de esta enzima por métodos
bioinformaticos (Kumar et al., 2018).

Las lacasas utilizan como unico cofactor cuatro atomos de cobre por mondémero,
distribuidos en tres sitios redox denominados T1, T2 y T3, clasificados de acuerdo a sus
propiedades espectroscopicas y paramagnéticas (Davies & Ducros, 2002; Leontievsky et
al., 1997). El tipo | (T1) es un cluster mononuclear que aporta un caracteristico color verde-
azulado a las lacasas, producto de la interaccion del cobre oxidado con una cisteina, y posee
un maximo de absorcion en 610 nm. Este es el sitio mas expuesto al solvente, donde se une
y oxida el sustrato. Su atomo de cobre puede ser removido tanto por agentes complejantes
como quelantes, e incluso sustituido por otros metales, lo que puede afectar de forma
considerable la actividad enzimatica. Existen lacasas que de forma natural no tienen cobre
sino hierro, zinc 0 manganeso en este sitio y no poseen color azul, por lo que se las
denomina “Yellow | White laccases” (Kudanga, 2024; Santhanam et al., 2011).

Por su parte, el tipo Il (T2) consiste en un sitio mononuclear rodeado de una estructura
tetragonal y posee absorcidn insignificante en el rango UV-Vis, pero es detectable por
espectroscopia de resonancia paramagnética de electrones (EPR). Por otro lado, el tipo IlI
(T3) forma un sitio binuclear compuesto por dos atomos de cobre unidos por un grupo
hidroxilo, que en conjunto anulan sus propiedades ferromagnéticas y, consecuentemente,
no aportan sefial en EPR pero si a 330 nm en su estado oxidado. Los sitios T2 y T3 forman
un cluster trinuclear capaz de reducir una molécula de oxigeno y liberar agua como producto.
Esta transferencia sucede en un unico evento, ya que no se detecto liberacion de perdxido
de hidrégeno intermediario y, debido al tamafio del bolsillo de entrada al sitio T2, se estima
que solo ingresa oxigeno molecular como co-sustrato (Gianfreda et al., 1999).

A través de andlisis por cristalografias, se determiné que el sitio T1 de las lacasas
fungicas y bacterianas esta coordinado por dos histidinas, una cisteina y usualmente una

metionina o leucina y que, ademas, esta conectado al cluster trinuclear T2/T3 a través de



canales de agua formados por residuos polares (Enguita et al., 2003; Hakulinen et al., 2002).
Por otra parte, el sitio T2/T3 forma un triangulo casi equilatero de 4 A de lado (Garavaglia et
al., 2004), en el cual los dos atomos de cobre T3 estan coordinados simétricamente con tres
atomos de nitrégeno de las His que los rodean y forman un puente de oxhidrilo (Shraddha
etal., 2011). El cobre T2, mientras tanto, esta coordinado por dos histidinas y posee un sitio
libre capaz de asociarse a un oxhidrilo o agua. La figura 2 ilustra la disposicion de los atomos

del sitio activo de la lacasa CotA de Bacillus subtilis.
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Figura 2. Descripcion del sitio activo de la lacasa bacteriana CotA de Bacillus subtilis.
Adaptacion de Santhanam et al. (2011).

A pesar del elevado consenso en las secuencias del sitio de union a cobre y los
parametros electro y paramagnéticos, el potencial redox (Eo) de las lacasas varia
ampliamente (entre 400 y 790 mV) (Akram et al., 2022), dependiendo de la identidad de los
aminoacidos que rodean el sitio activo, especialmente en el sitio T1. Al ocurrir en este ultimo
la unién y oxidacién del sustrato, su potencial establece cuan eficiente puede ser la catalisis
y determina el tipo de molécula que puede aceptar como donor (Xu et al., 1999). Sin
embargo, si bien el potencial de oxidacién del sustrato depende mayoritariamente de la
diferencia redox entre el sustrato y el sitio T1, otros factores como el tamario, forma y
complejidad del sustrato también afectan la oxidacién (Kudanga, 2024). A modo de ejemplo,

se determiné que la incorporacion de un aminoacido no polar (como fenilalanina o leucina)



en vez de metionina en la posicion axial al sitio T1 incrementa significativamente el potencial
de la lacasa (Kumar et al., 2003). Si bien las lacasas fungicas poseen mayor potencial redox
que las bacterianas (Eo alrededor de 800 mV vs. 500 mV), se ha demostrado que mediante
mutagénesis dirigida no solo se puede incrementar el potencial de estas ultimas (Prins et
al., 2015; Shao et al., 2009), sino otras caracteristicas como su solubilidad (Luo et al., 2018),

y estabilidad a pH alcalino y a temperaturas elevadas (T. Li et al., 2021).

2.5- Mediadores redox

Indistintamente de su origen, la actividad catalitica de las lacasas no se restringe a un
unico sustrato, ya que actian sobre un amplio rango de moléculas fendlicas y no fendlicas.
Por este motivo, las lacasas pueden utilizarse en distintos procesos biotecnologicos tanto
en escala de laboratorio como industrial. EI uso de moléculas mediadoras para estas
enzimas fue originalmente desarrollado para solucionar problemas de rendimiento en
bioblanqueamiento de pulpa de madera, descrito por primera vez en 1990 (Bourbonnais &
Paice, 1990). En la actualidad existen mas de 100 compuestos mediadores, aunque los mas
utilizados son el acido 2,2°-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico (ABTS), 1-
hidroxibenzotriazol (HBT), N-hidroxi-acetanilida (NHA), acido violurico (VLA), N-
hidroxibiftalimida (HPT) y 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-N-oxil (TEMPO) (Pannu & Kapoor,
2014). A partir del siglo XXI, la busqueda de nuevos mediadores se orientd hacia
compuestos naturales y derivados como el siringaldehido, acetosiringona, vainillina y acido
p-cumarico, debido al elevado costo de los de origen sintético (Camarero et al., 2005).

Los mediadores son facilmente oxidados por la lacasa en el sitio T1, y forman
intermediarios catidnicos inestables con elevado potencial redox, capaces de oxidar
moléculas mas complejas por mecanismos no enzimaticos (Majcherczyk & Johannes, 2000).
El uso de mediadores, por lo tanto, permite la oxidacién de moléculas poliméricas al resolver
problemas de impedimento estérico, y ademas incrementa el rango de sustratos de la
enzima al posibilitar la toma de electrones de moléculas con un potencial redox mayor que
el de la propia lacasa (Fabbrini et al., 2002). No obstante, a pesar de los beneficios que
aportan, pueden generar subproductos de reaccion y pueden inactivar la enzima en
concentraciones mayores a 1 mM (Kunamneni et al., 2007; Riva, 2006). La figura 3 es una

representacion esquematica del ciclo catalitico del sistema lacasa-mediador.
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Figura 3. Ciclo catalitico del sistema oxidativo lacasa-mediador.

2.6- Mecanismo de reaccion

Uno de los primeros autores en proponer el mecanismo de oxidacién de un sustrato
catalizado por la lacasa, con la reduccion de una molécula de oxigeno y formacion de agua,
fue Torres et al. (2003). Posteriormente, esta propuesta fue completada por otras

investigaciones.

1- Tras unirse al sitio T1, el sustrato (S) es oxidado mediante la transferencia de
un electron al centro Cu*?, el cual se reduce a Cu*'. Esta abstraccion
electrénica genera un radical libre catidnico inestable a partir de la molécula del
sustrato. La evolucion posterior de este radical es diversa: puede experimentar
una oxidacion enzimatica adicional mediada por la lacasa o por oxidasas
alternativas, o puede participar en transformaciones no enzimaticas al
hidratarse, desprotonarse o polimerizarse (Guzik et al., 2014).

2- Lalacasa actua como una bateria, ya que se precisan cuatro electrones para
reducir el oxigeno y se obtiene uno a la vez durante la oxidacion, por lo que se
requieren cuatro oxidaciones consecutivas de sustrato. Estos electrones se
acumulan en los atomos de cobre del sitio activo.

3- Cada electrén extraido de las cuatro oxidaciones es transferido, a través de los
residuos de cisteina e histidina, desde el sitio T1 al cluster trinuclear T2/T3,
donde se encuentra unida una molécula de oxigeno. Luego, el oxigeno se
reduce y se forman dos moléculas de agua que se liberan del sitio catalitico.

La reaccion global es la siguiente:
4SH+02 — 4S+2H20

Luego, se detallo la forma de interaccion del oxigeno molecular con el sitio activo de la
lacasa (Singh et al., 2011). Primero, el oxigeno, que se encuentra interactuando con el

cluster T2/T3 completamente reducido, recibe dos electrones desde el sitio T1 y forma un



intermediario peréxido que contiene el anién dioxigeno. Mientras uno de los atomos de
oxigeno permanece unido a los iones de cobre T2 y T3, el otro lo hace s6lo con el cobre T3.
Luego, el intermediario perdxido recibe otros dos electrones, momento en el que se cliva la
unioén O-O, se libera agua y se genera un intermediario nativo completamente oxidado,
donde un oxigeno (como oxhidrilo) interactua con los atomos de cobre del sitio T3 y otro lo
hace con el cobre T2 (Desai & Nityanand, 2011). La figura 4 ilustra el mecanismo de reaccioén

propuesto para las lacasas.
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Figura 4. Mecanismo de reaccion propuesto para las lacasas. Adaptacion de Desai &
Nityanadad (2011).

2.7- Aplicaciones de lacasas en la industria

De acuerdo a la plataforma LENS (https://www.lens.org/), desde el 2000 hasta la
actualidad se registran 30517 eventos de patentes que involucran lacasas, con una
tendencia creciente hasta el 2019 (Figura 5). A partir de ese momento, el recuento total
disminuyé. No obstante, dicho comportamiento también se observa con proteasas, lipasas
y amilasas, por lo que podria representar un efecto post-pandemia. De hecho, la demanda

global de enzimas cay6 drasticamente debido a perturbaciones en las cadenas de suministro



(Maghraby et al., 2023). De acuerdo a Zerva y colaboradores (2019), la mitad de las patentes
de lacasas registradas en el periodo 2008-2018 corresponde al sector industrial, y aun existe
una brecha entre las publicaciones cientificas y la cantidad de patentes, lo cual sugiere un
interés elevado en [+D que puede traducirse en un aumento de patentamientos en los

proximos afos.
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Figura 5. Publicaciones de patentes que poseen el término “lacasa” en sus metadatos.

Existen numerosos sectores en proceso de investigacion sobre metodologias
enzimaticas para el desarrollo de nuevas tecnologias vinculadas a la quimica verde,
particularmente debido a las desventajas asociadas a los procesos fisico-quimicos
tradicionales, el aumento de la conciencia ambiental y las restricciones regulatorias.
Asimismo, las lacasas son capaces de oxidar una amplia variedad de compuestos fendlicos
y no fendlicos, sintéticos y naturales, desde subunidades lignocelulésicas hasta compuestos
elevadamente recalcitrantes. En este contexto, estas enzimas son usadas en forma libre e
inmovilizada en una amplia variedad de aplicaciones biotecnoldgicas, que incluyen las
industrias papelera, textil, cosmética, farmacéutica y alimenticia, biorremediacion de suelos
y aguas, degradacion de disruptores enddcrinos y microplasticos, quimica sintética,
biosensores y aplicaciones analiticas (Deska et al., 2019; Othman et al., 2022) (Figura 6).
En particular, las enzimas inmovilizadas han adquirido una creciente relevancia comercial
debido a sus ventajas operativas, como la reutilizacion del biocatalizador, la mejora de la
estabilidad y la posibilidad de integracion en procesos continuos, lo que las convierte en
herramientas clave para una biocatélisis mas eficiente y econdmicamente viable. Como
reflejo de esta tendencia, numerosas empresas lideres en biotecnologia, como Novozymes,
Amano Enzyme Inc. y DuPont, ya ofrecen enzimas comercializadas directamente en forma

inmovilizada, evidenciando su consolidacién en el mercado global.
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Figura 6. Aplicaciones de lacasas de diferentes industrias.

2.7.1-Industria textil

El primer producto comercial con lacasas aplicado en la industria textil fue DenilLite®,
lanzado por Novozymes en 1996, una propuesta sustentable para reemplazar agentes
blanqueadores como el hipoclorito de sodio y peréxido de hidrogeno. A partir de ese
momento, aparecieron productos similares con el objetivo principal de oxidar el indigo
Carmin presente en las telas y los efluentes que poseian este colorante (Zerva et al., 2019).
En los ultimos anos, las investigaciones se centraron también en procesos de tincién de lana
y nylon a través de polimerizacion de compuestos fendlicos (Prajapati et al., 2018). Ademas
de lo ya mencionado, se pueden usar en la eliminaciéon de olores generados en el proceso
de lavado y en la sustitucién del cloro en el tratamiento de anti-encogimiento (Ciullini et al.,
2008; Kunamneni et al., 2007). En todos los casos, el objetivo es disminuir el uso del agua,
energia y productos quimicos. En cuanto a patentes asociadas, encontramos
pretratamientos de algoddn en condiciones suaves (CN109722908A, CN108642854A), uso
de lacasas para la sintesis de precursores de colorantes (CN108978270A, CN103952927A)
y tratamiento antibacterial (CN108893982A, CN105951436A), entre otras.

2.7.2-Industria papelera

La primera etapa de la elaboracion del papel consiste en convertir a la materia prima

fibrosa, proveniente de la madera, en pulpa mediante la remocién del material no celulésico



(en especial la lignina, un polimero polifendlico irregular). Tradicionalmente, esto se realiza
mediante abrasion mecanica, a través de un proceso acido (sales de sulfito) o alcalino
(Kraft). Mientras que el primero requiere elevadas cantidades de energia eléctrica y da como
resultado un papel que se torna amarillo con el tiempo, el segundo utiliza grandes cantidades
de agua con menos rendimiento de pulpa y origina fibras mas resistentes (Zerva et al., 2019).
En este contexto, las lacasas portan un rol promisorio e importante en la busqueda de
minimizar el uso del agua y disminuir el impacto ambiental de los procesos (Kunamneni et
al., 2007; Singh & Arya, 2019). Pueden ser utilizadas en numerosos pasos de la industria
textil al reemplazar procesos de oxidacion, desde la deslignificacion y elaboracion de la
pulpa y posterior blanqueamiento, hasta la degradacién de las tintas presentes en el papel
reciclado, modificacion enzimatica del papel, tratamiento de los efluentes e incluso
revaloracion de la lignina en productos comerciales como vainillina o siringaldehido. Por
estas razones, la mayor cantidad de patentes registradas desde el 2010 que involucran a
esta enzima corresponden a la categoria de remocién y modificacién de lignina, bajo el
concepto de biorrefinerias integradas (Mate & Alcalde, 2017; Zerva et al., 2019). Entre ellas,
destacan el uso de mediadores y lacasas modificadas para la mejora de procesos
(CN109098025A, CN108823177A), mejoras del papel a través de menor pérdida de pulpa,
blanqueamiento y reusabilidad (CN105133409A, CN105178084A) y tratamiento de
efluentes clorados (CN106045004A).

2.7.3- Industria alimentaria

Existen numerosas aplicaciones de lacasas en alimentos. Entre ellas, destacan
aquellas aplicadas a la produccion de bebidas, donde mejoran la calidad del producto al
reemplazar el uso de carbén activado en la remocién de fenoles (Mayolo-Deloisa et al.,
2020). Para ello, se generan complejos fendlicos a través de la oxidacion enzimatica, que
luego son retirados de la bebida mediante el uso de membranas (Zerva et al., 2019). La
estabilizacion de vinos es una de las principales aplicaciones, ya que se mejora el sabor al
remover derivados de lignina generados durante el proceso de maderizacion. Asimismo, en
el tratamiento de cervezas, jugos de uva y manzana, puede ser empleada para solucionar
la aparicion de turbidez debido a la formacién de polimeros fendlicos (W02014009849A2,
Kafeel et al., 2021). En la industria panificadora, el uso de lacasas como aditivos puede
mejorar las caracteristicas del pan al fortalecer las estructuras de la masa y mejorar su
aceptabilidad (sabor, estabilidad, frescura, suavidad, textura), incluso si se utilizan harinas
de baja calidad, lo cual abarata costos (Kafeel et al., 2021; Minussi et al., 2002;
WO02019201725A1). Por otra parte, las lacasas se usan en gelificacion de pectina de
remolacha (Lin 2023), y oxidacion de fenoles presentes en efluentes de la industria
alimenticia (CN102718368A, Ejembi et al., 2022; Madhavi & Lele, 2009).



2.7.4- Industria cosmética y farmacéutica

Debido a su habilidad para oxidar una amplia variedad de compuestos organicos, las
lacasas se encuentran en un campo emergente en la sintesis de antibidticos, drogas
anticancerigenas, anestésicos, antiinflamatorios y sedantes, a través de la catalisis de
acoplamiento oxidativo (Mate & Alcalde, 2017; Zerva et al., 2019). Ademas, se ha
demostrado que una lacasa bacteriana, por si misma, posee efectos antifungicos y
antibacterianos (Verma et al., 2018). En la industria cosmética, la enzima puede reemplazar
al peréxido de hidrogeno en la oxidacion de melanina y puede usarse también para la tincion
del cabello (Panwar et al., 2022; Shin et al., 2019). Existen patentes para un método de
sintesis de un substituto de acido hialurénico (CN104745662A), y se utilizan en
desodorantes para uso personal y vertidos industriales (EP1569611A1), y en jabones y
detergentes (W02020002187A1). En particular, la industria dedicada a detergentes
representa una fraccion importante dentro del mercado de enzimas. Si bien las mas
utilizadas involucran proteasas, amilasas, celulasas y lipasas, el uso de lacasas es cada vez
mas frecuente (CN104263544A, US20180127687A1, CN112088209A, DK202330021A1).

2.7.5-Biorremediacion

Las lacasas son capaces de oxidar hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHSs)
derivados del uso y almacenamiento de combustibles fosiles, asi como también bifenilos
policlorados (PCBs). Estas dos grandes familias se encuentran entre los compuestos
xenobiodticos mas peligrosos y pueden estar distribuidos en ambientes terrestres y acuaticos
(US20240002829A1) (Srédlovéa et al., 2021). Un sistema lacasa-mediador puede oxidar
tanto PAHs de bajo peso molecular como los mas recalcitrantes a quinonas, lo que reduce
su peligrosidad debido a que estas son menos mutagénicas y carcinogénicas que sus
predecesoras (Torres et al., 2003). Entre PAHs degradados, encontramos benzopireno,
naftaleno y antraceno (Deng et al., 2022). Ademas, se pueden tratar fenoles y derivados (S.
Lietal., 2022; Xia et al., 2021), pesticidas (Jin et al., 2016; Srinivasan et al., 2020), colorantes
(Britos et al., 2016; Britos et al., 2018; Gianolini et al., 2020; Muthu & Khadir, 2021),
poliuretanos (Y. Zhang et al., 2023), y contaminantes emergentes como pueden ser
antibioticos, analgésicos, parabenos, hormonas, y derivados plasticos como bisfenoles y
biftalatos (Barrios-Estrada et al., 2018).

2.7.6-Otras aplicaciones

Se estudié el uso de lacasas como biosensores para la deteccion de compuestos

fendlicos, aminas aromaticas, dopamina, insulina, epinefrina, tartrazina, residuos



farmacéuticos y oxigeno (Campafna et al., 2019; Kadam et al., 2022). Ademas, se han
empleado como catalizadores en celdas de biocombustibles (Betancor et al., 2013, Ottoni et
al., 2023), en el reemplazo del formaldehido para el entrecruzamiento de materiales
lignocelulésicos para la produccion de fibrofacil (Mate & Alcalde, 2017) y su tincion (Colella
et al.,, 2021). También pueden aplicarse en la sintesis organica de compuestos bioactivos
(Cardullo et al., 2022), asi como en la sintesis de acrilamida (Mita et al., 2003). Ademas, se
utilizan en la produccion de bioetanol por eliminar compuestos fendlicos inhibidores de las
levaduras fermentadoras (lbarra et al., 2023), y en la degradacion de la lignina en

compuestos fermentables (Avanthi & Banerjee, 2016).

3- Produccion de lacasas bacterianas recombinantes: avances recientes y

desafios industriales

Actualmente, la optimizacién del sitio de unién a ribosoma (RBS), de los péptidos sefal
unidos a la proteina, del promotor para la transcripcion y la edicién del genoma del huésped
son estrategias clave implementadas para incrementar la produccion de enzimas
bacterianas. Entre ellas, la tecnologia CRISPR-Cas9 ha permitido realizar modificaciones
gendmicas precisas para aumentar la expresion de proteinas de interés y, al mismo tiempo,
insertar genes heterdlogos directamente en el genoma del huésped, evitando el uso de
plasmidos y reduciendo significativamente los riesgos asociados a la transferencia horizontal
de genes (Vojnovic et al., 2024). Estas herramientas han mejorado notablemente la
eficiencia del disefio de sistemas de expresion, aunque su aplicacion a nivel industrial
requiere una cuidadosa seleccidn del huésped, optimizacién de las condiciones de cultivo y
escalabilidad del proceso. Aun asi, uno de los principales cuellos de botella sigue siendo el
elevado costo asociado a la produccién de enzimas recombinantes, que incluye gastos en
medios de cultivo, purificacién, control de calidad y validacion funcional. A esto se suman
los requisitos regulatorios estrictos para estas enzimas, especialmente en sectores como el
alimentario o farmacéutico, donde se exige demostrar la ausencia de endotoxinas,
elementos moviles y contaminantes, ademas de garantizar trazabilidad completa. Estas
exigencias pueden aumentar significativamente el tiempo y los costos de aprobacion, lo que
representa una clara desventaja frente a alternativas quimicas o enzimas fungicas, que
suelen tener una trayectoria mas consolidada (Jayakrishnan et al., 2024).

En paralelo, la evolucion dirigida se ha afianzado como una estrategia fundamental
para generar biocatalizadores especificos y eficientes. Este enfoque, en constante
desarrollo, ha incorporado recientemente innovaciones en el disefio de bibliotecas
genéticas, en los métodos de cribado de alto y ultra-alto rendimiento, asi como en
plataformas de evolucién continua in vivo (Aza & Camarero, 2023). Sin embargo, el

desarrollo de una enzima completamente optimizada para procesos industriales sigue



requiriendo equipos altamente especializados, tecnologias estandarizadas y una
coordinacion efectiva de todas las etapas del proceso, desde la ingenieria genética hasta la
validacion funcional a gran escala. La integracion de herramientas bioinformaticas y el
aprendizaje automatico promete acelerar la ingenieria enzimatica, aunque su aplicacion
practica aun se ve limitada por la necesidad de grandes volumenes de datos experimentales
y por la complejidad del procesamiento de estos datos. Ademas, se reconoce cada vez mas
que la dinamica estructural de las enzimas — mas alla del modelo clasico de llave y cerradura
— desempenfa un papel crucial en su funcién catalitica, ofreciendo nuevas perspectivas para
el disefo racional de lacasas bacterianas con propiedades mejoradas (Heckmann &
Paradisi, 2020).

En este contexto, la produccién de lacasas bacterianas recombinantes representa una
frontera biotecnoldgica en expansion, impulsada por la convergencia entre la ingenieria
genética, el modelado computacional, la evolucion dirigida y la mutagénesis especifica. A
pesar de su notable versatilidad catalitica, mayor velocidad de produccion y adaptabilidad a
la expresion heterdloga, las lacasas bacterianas aun se enfrentan a ciertas limitaciones que
explican su escasa presencia en el mercado. Entre ellas, se destacan la baja disponibilidad
de variantes bien caracterizadas y la falta de antecedentes regulatorios robustos (Akram et
al., 2022; Kudanga, 2024). En contraste, las lacasas fungicas han sido extensamente
utilizadas, se secretan de forma natural al medio, y cuentan con protocolos estandarizados
y marcos normativos ya establecidos, lo que ha favorecido su adopcion industrial (Aza &
Camarero, 2023; Mayolo-Deloisa et al., 2020). A ello se suma que varias de estas enzimas
fungicas ya han sido exitosamente adaptadas a sistemas recombinantes, lo que reduce la
brecha tecnoldgica entre ambas alternativas. En este escenario, las lacasas bacterianas
solo podran posicionarse como una alternativa real si logran ofrecer ventajas funcionales
diferenciales, como mayor estabilidad estructural, resistencia a condiciones extremas o
capacidad de oxidar sustratos recalcitrantes. A medida que se superen las barreras técnicas
y regulatorias, los avances en ingenieria genética y expresion heteréloga permitiran el
desarrollo de biocatalizadores optimizados para aplicaciones industriales mas sostenibles,

eficientes y seguros.

4-  Conclusion y perspectivas

Las lacasas son enzimas ubicuas en la naturaleza y poseen una notable versatilidad,
lo que permite su aplicaciéon en diversas industrias, como la textil, papelera, alimentaria,
farmacéutica y en biorremediacion. Su capacidad para actuar sobre una amplia variedad de
sustratos las hace especialmente atractivas en el tratamiento de efluentes y la degradacion
de contaminantes, desde colorantes hasta productos farmacéuticos y de cuidado personal.

Sin embargo, esta misma caracteristica representa una limitacién en aplicaciones que



requieren elevada selectividad, como la biocatalisis para la sintesis de compuestos
especificos o el desarrollo de biosensores.

En comparacion con otras oxidasas y metodologias fisico-quimicas, el uso de lacasas
permite procesos mas sostenibles, ya que su mecanismo de accidn no requiere cofactores
adicionales y reduce el uso de productos quimicos agresivos. Si bien el creciente interés en
lacasas bacterianas abre nuevas oportunidades para su produccion y aplicacién industrial,
y el nudmero de publicaciones cientificas sobre estas enzimas ha aumentado
significativamente en los Ultimos afos, el nimero de patentes registradas sigue siendo
limitado en relacion con su potencial descrito en la literatura. Esto sugiere que, a pesar del
gran interés académico, aun existen desafios en su transferencia al sector industrial.

A pesar de las ventajas que presentan, la produccion a escala industrial de lacasas
bacterianas recombinantes aun enfrenta desafios técnicos y econémicos significativos. La
necesidad de sistemas de expresion eficientes, procesos de purificacion costeables y el
cumplimiento de regulaciones estrictas constituyen barreras que limitan su adopcién frente
a las lacasas fungicas, que cuentan con una trayectoria consolidada y formas recombinantes
ya aprobadas y disponibles comercialmente. No obstante, el impulso global hacia
tecnologias mas limpias y sostenibles brinda un contexto favorable para su desarrollo. En
este sentido, los recientes avances en edicion génica, evolucion dirigida y modelado
estructural proporcionan herramientas clave para optimizar la produccion y funcionalidad de
estas enzimas, abriendo nuevas posibilidades para su implementacién industrial.

En este escenario, la velocidad de produccion de lacasas bacterianas, junto con su
compatibilidad con sistemas de expresion heterdloga, las convierte en una alternativa
atractiva para procesos industriales que requieren tiempos cortos de reaccion o produccion
continua. Asimismo, la utilizacién de medios de cultivo econdmicos y la inmovilizacion en
soportes adecuados representan estrategias prometedoras para reducir costos, aumentar la
estabilidad operativa y facilitar la reutilizacién en procesos a escala. Si se logran superar las
barreras de costo, escalabilidad y validacidn regulatoria, las lacasas bacterianas podrian
consolidarse como una nueva generacion de biocatalizadores industriales, competitivos en

sostenibilidad, versatilidad y eficiencia frente a las alternativas tradicionales.
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