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 Introducción general 

1.1 LACASA 

1.1.1 Características generales 
Lacasa (EC 1.10.3.2) es una enzima descubierta en el siglo XIX (Yoshida, 1883) 

que pertenece al grupo de glicoproteínas multicobre oxidasas, junto con  ascorbato 

oxidasa (EC 1.10.3.3), ferroxidasa y ceruloplasmina (EC 1.16.3.1) (Janusz et al., 2020; 

D. Singh & Gupta, 2020). Esta proteína puede presentar una estructura monomérica, 

dimérica o tetramérica, con un peso molecular de 50-130 kDa, que contiene una fracción 

de carbohidrato (10-45% de masa total) compuesta de manosa, galactosa y N-

acetilglucosamina que permite la estabilización de la estructura proteica. Además, esta 

posee 4 átomos de cobre (tipo 1, tipo 2 y dos tipo 3) (Hakulinen & Rouvinen, 2015; 

Lyashenko et al., 2006; D. Singh & Gupta, 2020; Sitarz et al., 2016).  

Lacasa es una enzima que cataliza la oxidación de diferentes compuestos 

orgánicos e inorgánicos, a través de la transferencia de un electrón, provocando la 

reducción lateral de oxígeno en agua (transferencia global de 4 electrones) y la 

formación de un radical libre procedente del sustrato de partida (Esquema 1). Este 

radical debido a su elevada inestabilidad puede producir oxidación C , y escisión aril-

alquilo, C -  o del anillo aromático que pueden provocar la degradación de estructuras 

poliméricas como lignina, o por otra parte intervenir en reacciones de acoplamiento 

oxidativo que darán lugar a la producción de dímeros o polímeros (Hakulinen & 

Rouvinen, 2015; X. Li et al., 2020; Weng et al., 2021; Wong, 2009). 

 

Esquema 1. Catálisis oxidativa de Lacasa. (S) sustrato, ( ) radical procedente de 

sustrato (Buchert et al., 2010). 

El grupo de compuestos que son oxidados por Lacasa viene determinado por el 

potencial redox de las diferentes especies de esta. Así, en este conjunto pueden ser 

incluidos sustratos fenólicos, aminas e iones inorgánicos como Mn2+, entre otros (Tabla 

1). Asimismo, diferentes sustratos, como subunidades de lignina o antraquinonas, que 

debido a su gran tamaño molecular y su alto potencial redox no podrían ser oxidados 

por Lacasa, pueden ser oxidados por esta a través de mediadores de bajo peso 

molecular, que al ser oxidados por Lacasa dan lugar a productos intermedios de alto 

potencial redox que oxidarán los sustratos mencionados con anterioridad a través de 

transferencia electrónica o de radicales hidrogeno. Entre los diferentes mediadores se 
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pueden destacar ABTS -azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico)) o vainillina   

(Guan et al., 2018; Morozova et al., 2007; Zerva et al., 2019). 

Entre los compuestos inhibidores que provocan la reducción de la actividad de 

Lacasa se pueden destacar compuestos como aniones pequeños, iones metálicos o 

moléculas con funciones biológicas como ácidos grasos o detergentes de amonio, entre 

otros (Tabla 2) (Dwivedi et al., 2011). 

Este enzima presenta una óptima capacidad catalítica en un dilatado rango de 

condiciones ambientales, presentando una alta resistencia de desnaturalización ante 

disrupciones mecánicas o térmicas, y una elevada vida útil tras múltiples ciclos 

catalíticos debido en parte a la ausencia de H2O2 en el proceso de oxidación enzimática. 

Así, Lacasa presenta su máxima actividad catalítica a una temperatura de entre 30-50ºC 

en la mayoría de los organismos y pH ácido, aunque también se encuentran Lacasas 

de diferentes fuentes biológicas que presentan su máxima actividad a pH neutro o 

alcalino. En relación con lo anterior, no solo el enzima determina el pH óptimo del 

proceso catalítico, sino que la naturaleza del sustrato va a determinarlo, así sustratos 

fenólicos incrementan su capacidad reductora con el incremento del pH. Por otra parte, 

Lacasa presenta un punto isoeléctrico de 3-7 en la mayoría de organismos a excepción 

de células vegetales, donde Lacasa presenta un punto isoeléctrico de 9  (Bilal et al., 

2019; Buchert et al., 2010; Javaid et al., 2019; D. Singh & Gupta, 2020). 
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Tabla 1. Ejemplos de sustratos del enzima Lacasa (EC 1.10.3.2). Datos obtenidos a 
partir de la base de datos BRENDA (https://www.brenda-enzymes.org/). 

Sustrato Organismo Km (mM) Referencia 

2,5-xilidina Aquisalibacillus 

elongatus 

0.016 (Rezaei et al., 2017) 

2,6-dimetoxifenol Trametes cinnabarina 0.324 (Camarero et al., 2012) 

2-dianisidina Trametes sanguinea 0.044 (Vite-Vallejo et al., 2009) 

4-metil catecol Lentinula edodes 0.175  

p-fenilendiamina Agaricus bisporus 0.100 (Wood, 1980) 

ácido ascórbico Podospora anserina 0.192 (Molitoris & Esser, 1970) 

ácido cafeico Lentinula edodes 0.043  

ácido ferúlico Polyporus brumalis 0.120 (Nakade et al., 2010) 

ácido gálico Chaetomium 

thermophilum 

0.130 (Chefetz et al., 1998) 

ácido p-cumárico Lentinula edodes 0.240  

ácido sinápico Trametes cinnabarina 0.085 (Camarero et al., 2012) 

ácido siríngico Fomes fomentarius 0.030 (Rogalski et al., 1991) 

ácido tánico Aquisalibacillus 

elongatus 

0.025 (Rezaei et al., 2017) 

ácido vanílico Trametes versicolor 0.280 (Rogalski et al., 1991) 

alcohol 

coniferílico 

Populus x canadensis 0.002 (Ranocha et al., 1999) 

bilirrubina Haloferax volcanii 0.236 (Uthandi et al., 2010) 

brenzcatequina Podospora anserina 2.270 (Molitoris & Esser, 1970) 

catecol Trametes villosa 0.261 (Zille et al., 2005) 

coniferaldehído Populus x canadensis 0.030 (Ranocha et al., 1999) 

dopamina Trametes hirsuta 0.290 (Frasconi et al., 2010) 

ferrocianuro Trametes versicolor 0.830 (Frasconi et al., 2010) 

guaiacol Trametes versicolor 2.230 (Bertrand et al., 2015) 

hidroquinona Ganoderma lucidum 0.029 (Kumari & Sirsi, 1972) 

Siringaldazina Pleurotus ostreatus 0.220 (Pakhadnia et al., 2009) 

N-acetildopamina Manduca sexta 0.630 (Dittmer et al., 2009) 

L-tirosina Aquisalibacillus 

elongatus 

0.052 (Rezaei et al., 2017) 

L-dopa Trametes polyzona 6.280 (Chairin et al., 2014) 

Km: constante de Michaelis. 

https://www.brenda-enzymes.org/
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Tabla 2. Ejemplos de inhibidores del enzima Lacasa (EC 1.10.3.2). Datos obtenidos a 
partir de la base de datos BRENDA (https://www.brenda-enzymes.org/). 

Inhibidor Organismo Ki 

(mM) 

IC50 

(mM) 

Referencia 

acetona Aureobasidium pullulans - - (Ademakinwa & Agboola, 

2016) 

acetonitrilo Naganishia albida - - (Singhal et al., 2012) 

ácido 

fórmico 

Phoma sp. - 0.230 (Junghanns et al., 2009) 

ácido 

malónico 

Trametes versicolor - - (Lorenzo et al., 2005) 

ácido 

tioglicólico 

Basidiomycota 0.802 - (Jordaan et al., 2004) 

benceno Leucaena leucocephala - - (Jaiswal et al., 2014) 

cloroformo Leucaena leucocephala - - (Jaiswal et al., 2014) 

EDTA Streptomyces 

viridochromogenes 

- 8 (Trubitsina et al., 2015) 

etanol Trichoderma harzianum - - (Bagewadi et al., 2017) 

H2O2 Coptotermes formosanus - - (Geng et al., 2018) 

Hg2+ Phlebia radiata - - (Kaneko et al., 2009) 

hidroxilamina Trametes versicolor 0.180 - (Mishra & Kumar, 2009) 

KCN Cyathus bulleri - - (Vasdev et al., 2005) 

L-cisteína Trametes sanguinea - - (Garcia et al., 2007) 

Mg2+ Trametes polyzona - - (Chairin et al., 2014) 

Mn2+ Pleurotus ostreatus - - (Liu et al., 2009) 

NaCl Phoma sp. - 80 (Junghanns et al., 2009) 

Na2CO3 Phoma sp. - 69 (Junghanns et al., 2009) 

NaF Phoma sp. - 3.7 (Junghanns et al., 2009) 

NaN3 Melanocarpus albomyces 0.085 - (Andberg et al., 2009) 

azida Trametes versicolor 1.330 - (Mishra & Kumar, 2009) 

SnCl2 Lentinula edodes - - (Nagai et al., 2003) 

Tolueno Trichoderma harzianum - - (Bagewadi et al., 2017) 

Urea Phoma sp. - 2250 (Junghanns et al., 2009) 

Ki: constante de inhibición; IC50: concentración de inhibición enzimática al 50%. 

  

 

https://www.brenda-enzymes.org/
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1.1.2 Origen filogenético y diversidad taxonómica 
Lacasa se encuentra en una gran diversidad de organismos como, bacterias, 

hongos, plantas o artrópodos, hallándose en especies evolutivamente primitivas a 

diferencia de otras metaloproteínas como Peroxidasa. En este sentido, este enzima es 

clasificada en base a su contenido de dominios cupredoxina, como Lacasa común (3 

dominios cupredoxina) y Lacasa pequeña (2 dominios cupredoxina). En un principio se 

propuso que Lacasas de 3 dominios se originaron a partir de Lacasas de 2 dominios, 

sin embargo, evidencias como la distribución de estos dos tipos en especies de muy 

distinto nivel evolutivo (bacteria, hongos, plantas o animales) indican la posibilidad de 

que estas proteínas hayan evolucionado a través de diferentes ramas filogenéticas 

(Hakulinen & Rouvinen, 2015; Janusz et al., 2020; D. Singh & Gupta, 2020). 

Se ha descrito la presencia de Lacasa en una gran diversidad de organismos 

bacterianos grampositivos y gramnegativos, como cianobacterias o endobacterias, 

además de en organismos del dominio Archaea, que se caracteriza por presentar bajos 

potenciales redox, una actividad catalítica a pH básico y una alta resistencia a la 

desnaturalización a altas temperatura respecto a especies fúngicas. Normalmente, la 

síntesis y uso del enzima por estos microorganismos suele estar asociado a la fase de 

crecimiento o a la interacción de alguna estructura celular con algún sustrato inductor. 

Así, debido a la toxicidad de los subproductos producidos por el enzima, como quinonas, 

las bacterias producen una relocalización de sus sistemas de transporte de electrones 

para evitar daños celulares. En línea de esto último, se ha descrito la presencia de genes 

semejantes a Lacasa en patógenos humanos, habiéndose descrito por Singh et al. 

(2016) el uso de Lacasa por Y. enterocolitica en la biotransformación de fármacos 

antiinflamatorios no esteroideos (Janusz et al., 2020; D. Singh et al., 2016). 

Por su parte, plantas superiores como las pertenecientes a la familia 

Anacardiaceae, presentan el enzima Lacasa. Este tipo de Lacasa se caracteriza por 

producir la catálisis en un rango de pH de 5-7 y por poseer un cobre de tipo 1 con bajos 

potenciales redox, a pesar de lo cual no requiere de moléculas mediadoras para la 

oxidación de sus sustratos diana. La distribución de Lacasa suele darse en una gran 

diversidad de tejidos vegetales, como el xilema o los canales de resina (Janusz et al., 

2020). 

Gran parte de las Lacasas del reino Fungi descritas corresponden a las divisiones 

Basidiomycota y Ascomycota, las cuales presentan altos potenciales redox y una 

actividad catalítica óptima a pH 2-4, a pesar de su bajo grado de desnaturalización a pH 

superior a 7. En este tipo de organismos, Lacasa participa en la infección de diferentes 
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tejidos vegetales, de tal forma que se ha descrito que diferentes compuestos de 

respuesta de plantas a infecciones fúngicas modulan la expresión del enzima en 

hongos. Por último, se puede destacar de las Lacasas fúngicas su capacidad para oxidar 

sustratos no ordinarios de Lacasa (e.g. aminas aromáticas), lo que permite su aplicación  

como agente de biorremediación de diferentes toxinas ambientales (Gianfreda et al., 

1999; Janusz et al., 2020; Torres-Salas et al., 2013). 

También se ha descrito la distribución de Lacasa en diferentes animales, como 

moluscos, metazoos, insectos e incluso en el ser humano, donde la prevalencia de 

diferentes patologías como la enfermedad de Crohn o colitis ulcerativa se relaciona con 

la presencia de genes de Lacasa. Así, Assadi et al. (2016) señalaron como la expresión 

de genes de Lacasa está implicada en la respuesta inflamatoria en macrófagos. Por otro 

lado, fisicoquímicamente, la propiedad más destacable que se ha encontrado de estas 

enzimas es la de presentar su actividad en un rango de pH de 5-6.5 (Assadi et al., 2016; 

Janusz et al., 2020). 

1.1.3 Estructura y mecanismo de acción 
Tal y como se ha comentado antes, Lacasa pertenece a la familia de proteínas 

multidominio cupredoxina, motivo por el que presenta una estructura de clave griega 

formada por 2 hojas  que presentan 7 horquillas 

de barril cerrada. La mayoría de Lacasas descritas de las diferentes especies contienen 

normalmente 3 dominios cupredoxina unidos por enlaces disulfuro (dominio I con 

dominio II y dominio I con dominio III) (Agrawal et al., 2018; Arregui et al., 2019; 

Hakulinen & Rouvinen, 2015; Jafari et al., 2020). En la Figura 1 se muestra la estructura 

obtenida por cristalografía de una Lacasa fúngica de 3 dominios (Piontek et al., 2002). 

 

Figura 1. Estructura de Lacasa-2 de Trametes versicolor (entrada PDB: 1GYC) obtenida 

de UniProtKB (Q12718). Estructura proteica obtenida por cristalografía (Piontek et al., 

2002). 
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Lacasa normalmente presenta dos centros activos formados por 4 iones de cobre 

que presentan diferentes señales de resonancia paramagnética electrónica (Agrawal et 

al., 2018; Dwivedi et al., 2011; Mot & Silaghi-Dumitrescu, 2012): 

 Cobre azul paramagnético (tipo 1). Se encuentra normalmente unido a un 

residuo cisteína por enlace covalente, provocando una absorción electrónica que 

da a las proteínas multicobre una coloración azul. Este cobre es en la mayoría 

de los casos el responsable de la oxidación del sustrato a causa de su alto 

potencia redox (+790 mV). Generalmente presenta una conformación con dos 

residuos histidina y uno cisteína en la parte ecuatorial y una posición axial 

variable, que generan un sistema de coordinación trigonal. 

 Cobre normal paramagnético (tipo 2). Este cobre destaca por no presentar 

absorción en el espectro visible y estar situado en el centro activo cerca del cobre 

tipo 3, donde se encuentra coordinado por dos residuos de histidina. 

 Par de cobre diamagnético (tipo 3). Centro binuclear de dos átomos de cobre 

coordinados por 6 residuos de histidina y acoplados entre sí por un puente 

hidroxilo que provoca únicamente una absorción electrónica en su forma 

oxidada. Este centro binuclear forma un cluster trinuclear con el cobre tipo 2, 

responsable de la reducción de oxígeno en agua. 

En la mayoría de Lacasas (3 dominios cupredoxina), donde la proteína adopta una 

conformación monomérica, el cobre tipo 1 se sitúa en el dominio III, mientras que el 

cluster trinuclear de cobre tipo 2 y 3 se sitúa en el punto de contacto entre el dominio I 

y III. Por su parte, el dominio II facilita el ensamblamiento del cluster trinuclear al unir los 

dominios I y III (Figura 2). De forma diferente, en especies bacterianas, donde 

únicamente se encuentra formada por 2 dominios, la proteína adopta una estructura 

cuaternaria trímera, donde el centro catalítico se sitúa en la superficie de contacto del 

dominio I y II de dos estructuras monoméricas, de forma que el cobre tipo 1 se coloca 

en el dominio I o II (Arregui et al., 2019; Mot & Silaghi-Dumitrescu, 2012). 

La catálisis enzimática de Lacasa ocurre a través de dos semirreacciones, así la 

primera de ellas comienza con la oxidación del sustrato (transferencia de un electrón) 

por el cobre de tipo 1, mediante la estabilización del sustrato por residuos hidrofóbicos 

situados en la parte posterior del bolsillo de unión. Para que esta oxidación pueda darse, 

una interacción entre dos residuos aspartato e histidina se debe producir en el centro de 

cobre tipo 1, provocando que el residuo aspartato permita la transferencia electrónica 

desde el sustrato al átomo de cobre. Tras esto, se produce la transferencia electrónica 
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puente formado por cisteína e histidina. La segunda semirreacción comienza con la 

transferencia de dos electrones del cobre de tipo 3 hacia el oxígeno, introducido por un 

canal accesible por el disolvente, provocando su reducción a un intermedio peróxido. 

Tras esto, el enlace O-O se rompe por la transferencia de dos electrones procedentes 

de cobre de tipo 1 y 2 simultáneamente con la transferencia de H+, provocando la 

formación de agua que es expulsada al exterior del enzima por un canal de salida 

accesible por el solvente (Arregui et al., 2019). 

El proceso de inhibición de Lacasa se ha descrito que puede llevarse a cabo a 

través de la interrupción de la transferencia del electrón por la unión del inhibidor sobre 

el cobre de tipo 2 y 3, por quelación de átomos de cobre (II) o por el intercambio de 

residuos aminoacídicos, entre otros (Dwivedi et al., 2011). 

 

Figura 2. Centro activo de Lacasa de 3 dominios. Imagen inspirada principalmente de 

Agrawal et al. (2018) y secundariamente de Arregui et al. (2019) y Mot y Silaghi-

Dumitrscu (2012). 
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1.1.4 Función biológica 
La distribución de Lacasa en un extenso número de especies de organismos y el 

gran número de isoformas encontradas, provoca que este enzima presente una elevada 

variedad de roles biológicos (A. Sharma et al., 2018). A continuación, se expone 

brevemente alguna de estas. 

Una de sus funciones destacables es su participación en el proceso de 

lignificación en células vegetales, en esta línea Liang et al. (2006) reportaron que la 

mutación del gen asociado a Lacasa AtLAC15 provocó una reducción en el contenido 

de lignina en semillas de Arabidopsis thaliana, mientras que Wang et al. (2008) 

describieron como la sobreexpresión del gen asociado a Lacasa GaLAC1 de algodón 

causaba una elevación en el contenido de lignina (Liang et al., 2006; A. Sharma et al., 

2018; J. Wang et al., 2008). 

En relación con el punto anterior, se ha descrito ampliamente la capacidad de 

deslignificación de los hongos sobre las paredes celulares vegetales, donde Lacasas 

fúngicas participan en este proceso debido a su habilidad de degradar lignina. Además 

de lo anterior, Eisenman et al. (2007) describieron la producción de melanina en 

Cryptococcus neoformans a partir de una catálisis oxidativa de L-Dopa asistida por 

Lacasa, pigmento que permite a esta y otras especies fúngicas patógenas prevenir 

diferentes daños celulares. Por último, se ha descrito la capacidad de Lacasas fúngicas 

de recolección de radicales libres, evitando la degradación oxidativa de compuestos del 

medio (Blanchette, 1991; Chakraborty et al., 2020; Eisenman et al., 2007; Kumar et al., 

2015; A. Sharma et al., 2018; G. Singh & Arya, 2019). 

Entre las diferentes funciones de Lacasa en bacterias se puede destacar su papel 

en la detoxificación de cobre, la protección de radiación ultravioleta a través de la 

formación de pigmentos en esporas o su intervención en el proceso patogénico de 

Cryptococcus neoformans a través de la oxidación de diferentes moléculas 

señalizadoras, como serotonina (Janusz et al., 2020; K. K. Sharma et al., 2018). 

Entre los diferentes roles que puede adoptar Lacasa en el mundo animal, se puede 

destacar su papel en insectos. Así, Hattori et al. (2005) expusieron como la presencia 

de Lacasa en la saliva de Nephotettix cincticeps permitía a este insecto descontaminar 

su alimento (planta de arroz) por la polimerización de monolignoles. Asimismo, Arakane 

et al. (2005) describieron la intervención de Lacasa en la pigmentación y esclerotización 

de la cutícula de Tribolium castaneum en diferentes etapas de desarrollo, mientras que 

Suderman et al. (2006) mostró que Lacasa intervenía en el proceso de entrecruzamiento 

proteico de la esclerotización de cutícula de insectos a través de la oxidación de N-
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acilcatecolaminas, provocando que este sustrato oxidado forme enlaces covalentes con 

proteínas cuticulares y estas últimas precipiten. En relación con esto último, Asano et 

al. (2019) han teorizado que el sistema de formación de la cutícula por Lacasa de 

insectos surge como una adaptación evolutiva de estos organismos en su proceso de 

colonización de la superficie terrestre, permitiendo a estos animales moverse de forma 

más eficiente respecto a animales con exoesqueletos constituidos por depósitos de 

sales de calcio (Arakane et al., 2005; Asano et al., 2019; Hattori et al., 2005; Suderman 

et al., 2006).  

En este sentido, Lacasa podría ser un tema de investigación relevante debido al 

creciente interés por el uso de insectos en productos alimenticios humanos (Belluco et 

al., 2013). Por último, además de la función de Lacasa en insectos, se ha descrito que 

la esponja Suberites domuncula lleva a cabo su defensa antibacteriana con el uso de 

Lacasa (Q. Li et al., 2015). 

1.1.5 Producción de Lacasa 
Debido al interés científico e industrial de Lacasa, en los últimos años se han 

realizado numerosos estudios centrados en el proceso de optimización de su 

producción.  La mayoría de las estrategias para obtener la enzima Lacasa se basan en 

la producción de ésta por hongos de la podredumbre blanca como Trametes versicolor. 

Estos hongos generan la enzima Lacasa en su metabolismo secundario para llevar a 

cabo la degradación de paredes celulares vegetales (Patel et al., 2019; Pinheiro et al., 

2020; Silvério et al., 2013). La producción de Lacasa se ve influenciada por diversos 

factores como las fuentes de carbono y nitrógeno, la concentración de vitaminas y 

microelementos, la temperatura o el pH del medio. Las mejores condiciones para la 

producción de Lacasa se dan a un pH ligeramente ácido (4.5-6) y a temperatura 

ambiente (25ºC - 30ºC). Sin embargo, un reciente estudio de Atilano-Camino et al. 

(2020) ha mostrado que la producción máxima de Lacasa se alcanza a una temperatura 

de 35ºC. Actualmente, se emplean tanto la fermentación sumergida como la 

fermentación en estado sólido para la producción de Lacasa (Atilano-Camino et al., 

2020; Patel et al., 2019; Silvério et al., 2013).  

1.1.5.1 Producción de Lacasa mediante fermentación sumergida 
En la fermentación sumergida, el crecimiento microbiano se produce en un medio 

líquido de manera monitorizada. La fermentación sumergida es la estrategia más 

extendida, aunque tiene un elevado coste económico y energético. Permite controlar las 

condiciones del caldo de cultivo (pH, temperatura, etc.) y asegurar el abastecimiento de 

nutrientes a los microorganismos, de manera fácil y garantizando la esterilidad. En este 
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sentido, se ha usado la fermentación sumergida de Trametes versicolor para producir 

Lacasa a partir de residuos de la industria agrícola como fibras de coco, vinaza o salvado 

de trigo, entre otros. Sin embargo, la fermentación sumergida presenta como 

inconvenientes que la viscosidad del medio de cultivo es elevada, y que es 

imprescindible suministrar una gran cantidad de aire, para poder cubrir las necesidades 

de oxígeno de los microorganismos. Con el objeto de afrontar estas limitaciones, se han 

propuesto diversas opciones como la inmovilización celular, obteniéndose resultados 

diferentes en función de la especie de hongo. Así, mientras que se ha comprobado que 

la inmovilización celular de Peniophora cinera ha generado un aumento de la producción 

de Lacasa, se ha observado que ésta conlleva una reducción del rendimiento de 

producción en Trametes versicolor. Por el contrario, Wang et al. (2013) observaron una 

mayor producción de Lacasa a partir Trametes versicolor sometida a inmovilización 

celular tras la sonicación del medio de cultivo (Atilano-Camino et al., 2020; Manpreet et 

al., 2005; Patel et al., 2019; Pinheiro et al., 2020; Silvério et al., 2013; F. Wang et al., 

2013). 

1.1.5.2 Producción de Lacasa mediante fermentación en estado sólido 
En la fermentación en estado sólido, los microorganismos crecen sobre un soporte 

sólido de carácter inerte que puede tener un origen natural (e.g. residuos 

agroindustriales) o sintético (e.g. nylon). Aunque este soporte se mantiene húmedo, no 

existe un medio líquido como en el caso de la fermentación sumergida. En la 

fermentación en estado sólido no hay problemas relacionados con las limitaciones de 

oxígeno y no se generan residuos líquidos. Además, es más eficiente energéticamente 

y es menos cara que la fermentación sumergida. Por el contrario, la monitorización de 

los parámetros del medio y el posterior escalado industrial son más complicados.  

Asimismo, el tipo de biorreactor usado juega un papel importante en el rendimiento de 

la producción de Lacasa. Tras el estudio de la producción de Lacasa mediante 

fermentación en estado sólido de hongos del género Trametes sp. como T. versicolor y 

T. hirsuta con varios tipos de biorreactores (inmersión, lecho expandido y bandeja), se 

ha observado que la producción de Lacasa aumenta al emplear biorreactores de 

bandeja (Manpreet et al., 2005; Patel et al., 2019; Srivastava et al., 2019). 
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1.1.6 Otras enzimas oxidasas 

1.1.6.1 Tirosinasa 
Tirosinasa o polifenol oxidasa (EC 1.14.18.1) es una enzima, que al igual que 

Lacasa, posee átomos de cobre en su centro activo, y tiene un peso molecular de 13.4-

128 kDa. Esta enzima se ha descrito en multitud de especies de animales, plantas, 

hongos o bacterias. La Tirosinasa oxida una gran variedad de sustratos como 

monofenoles y difenoles. Para que esta reacción de oxidación tenga lugar, es necesario 

la presencia de oxígeno y se ve favorecida por un pH neutro. Además, Tirosinasa posee 

estereoespecificidad, mostrando preferencia por los enantiómeros L. No obstante, esta 

enzima tiene un papel fundamental en la melanogénesis, ya que es la responsable de 

la oxidación de la L-tirosina. Asimismo, Tirosinasa tiene interés en diversos sectores de 

la industria alimentaria como la fabricación de bebidas (e.g. estabilización del vino) o la 

panadería (e.g. fortalecimiento de la masa), entre otros (Halaouli et al., 2006; Marín-

Zamora et al., 2007; Muñoz-Muñoz et al., 2010; Sánchez-Ferrer et al., 1995; Tikhonov 

et al., 2019). 

1.1.6.2 Peroxidasa 
Peroxidasa (EC.1.11.1.7), a diferencia de Lacasa y Tirosinasa no es una 

cuproproteína, sino que cuenta con un grupo hemo en su centro activo. Se trata de una 

enzima ampliamente distribuida en la naturaleza, con un peso molecular de 40 kDa 

aproximadamente dependiendo del organismo. Peroxidasa oxida una extensa variedad 

de substratos, entre los que predominan los compuestos aromáticos. Las condiciones 

adecuadas para la reacción de oxidación catalizada por Peroxidasa incluyen: presencia 

de peróxido de hidrógeno y un pH de 7. Entre las numerosas aplicaciones de Peroxidasa 

destacan su empleo en la eliminación de colorantes sobrantes en la industria textil, o su 

uso en generación de productos intermedios en la industria farmacéutica (Hiner et al., 

2002; Tikhonov et al., 2019). 

  



 

15 
 

 Introducción general 

1.2 APLICACIONES DE LACASA EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA 

1.2.1 Biorremediación 
A pesar de que no se emplean todavía de forma extensiva los tratamientos de 

limpieza de aguas residuales basados en Lacasa, existe una vasta cantidad de literatura 

científica que describe la capacidad de eliminar contaminantes por Lacasa (Arregui et 

al., 2019). 

Una de las principales actividades de Lacasa descritas ha sido su capacidad para 

degradar fármacos (Yang et al., 2017). En este sentido, Koyappayil et al. (2021) 

describieron la degradación de adrenalina por Lacasa, Reda et al. (2019) mostraron que 

el uso de Lacasa de Streptomyces mutabilis permitía la degradación de antibióticos de 

tipo sulfamida en compuestos con una toxicidad considerablemente menor, y Lonappan 

et al. (2017) describieron la eliminación de diclofenaco a través de una apertura de anillo 

mediada por hidroxilación (Koyappayil et al., 2021; Lonappan et al., 2017; Reda et al., 

2019). Por otra parte, se ha descrito también la capacidad de Lacasa para degradar 

disruptores endocrinos o pesticidas de interés agrícola como la atrazina (Patel et al., 

2019). Esta capacidad de Lacasa de degradar fármacos, pesticidas o disruptores 

endocrinos antes descrita podría constituir una herramienta relevante para evitar la 

introducción de sustancias contaminantes en la cadena alimentaria. 

Uno de los procesos de la industria alimentaria que más cantidad de residuos 

orgánicos sólidos y líquidos produce en las regiones del Mediterráneo es el procesado 

de la oliva (Mayolo-Deloisa et al., 2020). Entre estos, destacan los residuos derivados 

de la molienda de la oliva, los cuales presentan un valor de pH 5, grandes 

concentraciones de sal o polifenoles, que pueden provocar daños ambientales y en la 

salud humana. Diferentes artículos han estudiado la aplicación de Lacasa sobre 

residuos de molienda de la oliva, así Chiaiese et al. (2011) notificaron la capacidad de 

Lacasa de Pleurotus ostreatus expresada en una microalga y una planta transgénica de 

disminuir la cantidad de fenoles en el residuo mencionado. Por su parte, Ergül et al. 

(2009) reportaron la actividad de Lacasa y manganeso Peroxidasa en Trametes 

versicolor en la eliminación de fenoles de los residuos de molienda de oliva (Chiaiese et 

al., 2011; Ergül et al., 2009; Osma et al., 2010).  

Además de los residuos derivados del procesamiento de la oliva, se pueden 

destacar por su importancia industrial los residuos de destilería y de producción de 

cerveza. En el primer caso, estos residuos se caracterizan por presentar una gran 

diversidad de compuestos químicos en elevadas concentraciones, tales como metales 

alcalinos o compuestos orgánicos. De entre todos estos compuestos destaca la 
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melanoidina, compuesto tóxico para animales. Por su parte, los residuos de cerveza se 

caracterizan por presentar una alta concentración de taninos. En este sentido, a pesar 

de la dificultad de degradación de la melanoidina por métodos convencionales, Singh et 

al. (2015) describieron la degradación de estos compuestos con Lacasa inmovilizada en 

aluminio. Por su parte, se ha descrito la síntesis de Lacasa asociada a la degradación 

del residuo de producción de cerveza por el cultivo de Corolopsis gallica (Chowdhary et 

al., 2018; Mayolo-Deloisa et al., 2020; N. Singh et al., 2015). 

1.2.2 Aprovechamiento de subproductos relacionados con lignina 
La lignina es un polímero, constituido por residuos fenilpropanoides, que se 

encuentra junto a celulosa y hemicelulosa en los tejidos vegetales, confiriéndoles a estos 

una importante estabilidad y dureza. Así, la biomasa terrestre se encuentra formada en 

un alto porcentaje por lignocelulosa, destacándose su alta presencia en residuos 

agrícolas derivados del arroz o trigo, entre otros cultivos. En este sentido, se ha invertido 

un importante esfuerzo por la comunidad científica en el estudio de metodologías 

catalíticas de degradación de lignina para su transformación en subproductos útiles, 

habiéndose conseguido hitos tales como la síntesis de nanocomplejos metálicos de oro 

y plata con propiedades antioxidantes y antimicrobianas a partir de lignina de residuos 

agrícolas. A pesar de lo anterior, entre las estrategias de valorización más estudiadas 

para lignina destaca la producción de biocombustible (Becker & Wittmann, 2019; Shin 

et al., 2019; Singhvi & Gokhale, 2019; Van den Bosch et al., 2018).  

Así, con relación a lo comentado anteriormente (apartado 1.1.4) sobre el rol 

biológico de Lacasa fúngica en la degradación de lignina, se ha descrito el uso de 

Lacasa como pretratamiento industrial en procesos de valorización de lignina. En esta 

línea, Rencoret et al. (2017) describieron la eliminación de lignina en paja y bagazo de 

caña de azúcar por Lacasa de Pycnoporus cinnabarinus, permitiendo una mejora en el 

bioproceso de obtención de subproductos derivados de la hidrólisis de carbohidratos 

presentes en estos residuos. Esta biotransformación anterior se encuentra normalmente 

limitada en estos residuos debido al impedimento en el acceso a estos carbohidratos 

provocado por la lignina. Similarmente con lo anterior, Giacobbe et al. (2018)  notificaron 

un incremento de la sacarificación de la piel plateada de grano de café y de la pulpa de 

manzana, derivado de la efectiva retirada de lignina de estos residuos (Giacobbe et al., 

2018; Rencoret et al., 2017; Shin et al., 2019). 
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1.2.3 Desarrollo de métodos analíticos 
Debido a su capacidad para oxidar compuestos fenólicos, Lacasa ha sido 

empleada para la identificación de diferentes compuestos de relevancia agroalimentaria, 

como pesticidas (Bucur et al., 2018; Osma et al., 2010). 

Así, Di Fusco et al. (2010) diseñaron y validaron un sensor amperométrico de 

Lacasa de Trametes hirsuta inmovilizada con poliazetidina para la medición del índice 

de polifenoles en vinos. Por su parte,  et al. (2021) realizaron un trabajo similar a 

los anteriores autores pero inmovilizando Lacasa de Trametes versicolor con un 

nanocomposite constituido por nanoplaquetas de grafeno y nanoparticulas de MnO2, 

que permitía al sistema realizar medidas de forma rápida y precisa (Di Fusco et al., 2010; 

t al., 2021). 

Por otro lado, Zapp et al. (2011) presentaron un biosensor de Lacasa de 

Aspergillus oryzae que permitía cuantificar la cantidad del insecticida metomilo en 

muestras de zanahoria y tomate a través de la medida del grado de inhibición 

enzimática. En este sensor, la inmovilización enzimática fue llevada a cabo sobre una 

fase de 1-butil-3-metilimidazolio tetrafluoroborato y platino (Zapp et al., 2011). 

1.2.4 Procesamiento industrial de diferentes alimentos 

1.2.4.1 Estabilización de bebidas 
El vino es un producto alimentario formados por diferentes compuestos tales como 

polifenoles, etanol o ácidos orgánicos, entre otros, que dotan a este producto de su 

característico color y sabor. En este sentido, se ha descrito la adición de Lacasa en 

vinos, como un tratamiento de estabilización efectivo debido a su capacidad de 

eliminación de polifenoles en medio acido y su posibilidad de inactivarse de forma 

reversible a través del uso de sulfito. Asimismo, Minussi et al. (2007) aplicaron el uso de 

Lacasa de Trametes versicolor en la estabilización de vino blanco, obteniendo una 

disminución de fenoles totales disimétrica con la caída de la capacidad antioxidante. Por 

su parte, Conrad et al. (2000) patentaron un tratamiento con Lacasa para el 

procesamiento de embotellado del vino (Conrad et al., 2000; Minussi et al., 2007; Osma 

et al., 2010). 

Por otro lado, se ha descrito la eliminación del oxígeno de la cerveza por el uso 

de Lacasa para elevar la vida útil de almacenamiento. Otra aplicación descrita para 

Lacasa ha sido la clarificación de zumos al provocar la reducción de la velocidad de 

formación de precipitados polifenol-proteína. En este sentido, diferentes autores 

reportan resultados contradictorios sobre esta aplicación, ya que Neifar et al. (2011) 
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reportaron el aumento de la claridad del zumo de granada tras el tratamiento de Lacasa 

de forma combinada con un proceso de ultrafiltración, mientras que Sammartino et al. 

(1998) mostraron que el tratamiento de Lacasa sobre zumo de manzana provocaba una 

reducción en su estabilidad (Neifar et al., 2011; Osma et al., 2010; Sammartino et al., 

1998). 

1.2.4.2 Entrecruzamiento polimérico en productos de panadería 
Tal y como se ha descrito anteriormente, Lacasa presenta la capacidad de 

producir polímeros entrecruzados, así pues, esta propiedad permite que esta enzima 

muestre aplicaciones en procesos de panadería, tales como la mejora del 

procesamiento de la masa derivada de una mayor sequedad o dureza de esta (Osma et 

al., 2010). 

Respecto a este punto, Selinheimo et al. (2006) reportaron como la aplicación de 

Lacasa de Trametes hirsuta provocó un aumento de la resistencia máxima al 

estiramiento de la harina y masa de gluten. Por su parte, Renzetti et al. (2010) 

describieron como el uso de Lacasa y proteasa permitió obtener una calidad textural 

superior respecto a glucosa oxidasa en pan y harina de avena (Renzetti et al., 2010; 

Selinheimo et al., 2006). 

1.2.4.3 Desamargado de olivas 
La oliva es un alimento extendido ampliamente en los países de la cuenca del 

Mediterráneo, caracterizado por ser fuente de nutrientes lipídicos como ácido oleico 

monoinsaturado y otros compuestos promotores de la salud. Este fruto una vez es 

recolectado, contiene un glucósido denominado oleuropeína (molécula constituida por 

la unión de hidroxitirosol, ácido elenólico y glucosa) que confiere sabor amargo a la oliva, 

provocando su inhabilidad para ser consumido como alimento. Por lo tanto, diferentes 

procesos de desamargado, como su remojo en salmuera o sosa, o secado, son 

realizados para mejorar su palatabilidad (D. Boskou et al., 2015; Ramírez et al., 2014). 

En la actualidad, se pueden diferenciar en la industria alimentaria tres tipos de 

productos de oliva en base a su proceso de desamargado (Johnson & Mitchell, 2018): 

 Oliva griega natural, donde el desamargado de la oliva se realiza por difusión de 

oleuropeína hacia una disolución de salmuera del 8-10% de NaCl, presentando 

un intervalo de duración de 6 a 12 meses. 

 Oliva verde española, donde el desamargado se lleva a cabo por hidrólisis básica 

de oleuropeína con NaOH principalmente, tras lo cual presenta un 
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procesamiento semejante a la oliva griega. El tiempo de desamargado es 

ligeramente menor a la oliva griega natural (1-7 meses). 

 Oliva negra estilo californiano, donde la oliva es desamargada por hidrólisis 

básica con NaOH, tras lo cual se le realiza un lavado con agua combinado con 

burbujeo de oxígeno. Este proceso de desamargado es repetido en diferentes 

ciclos. Este proceso de desamargado presenta una importante reducción de 

tiempo respecto los métodos anteriores (1 semana). 

Por ello, la aplicación de NaOH en los procesos de desamargado de olivas permite 

significativamente reducir el tiempo de procesado. El mecanismo de acción de este 

tratamiento consiste en una inicial ruptura del enlace éster formado entre hidroxitirosol 

y el glucósido de ácido elenólico, tras lo cual, se produce la liberación de la molécula de 

glucosa de la molécula anterior (Figura 3). Esto provoca la degradación de la molécula 

de ácido elenólico, debido a su inestabilidad a pH ácido. A pesar de la ventaja mostrada 

del uso de NaOH, este método provoca una gran acumulación de residuos cáusticos y 

una pérdida de la calidad nutricional de la oliva, motivo por el que métodos alternativos 

al uso de NaOH deben ser desarrollados para el desamargado de olivas (D. Boskou et 

al., 2015; Guggenheim et al., 2018; Johnson & Mitchell, 2018). 

Enzimas endógenas de oliva han sido señaladas por su papel en la variación de 

la concentración de diferentes compuestos fenólicos en la oliva (Ramírez et al., 2014). 

En este sentido, Ramirez et al. (2016) mostraron que olivas verdes sin tratar 

almacenadas unos meses sufrían un proceso de desamargado natural a través de la 

actividad enzimática endógena de -glucosidasa y esterasa sobre oleuropeína en el 

fruto. En estos procesos enzimáticos, -glucosidasa produce la degradación de 

oleuropeína en glucosa y la forma decarboxilmetil dialdehídica de la mitad aglicónica de 

oleuropeína (Figura 3). Por su parte, esterasa produce la ruptura del enlace éster entre 

ácido elenólico e hidroxitirosol (Figura 3). Sobre esta línea, Guggenheim et al. (2018) 

describieron la capacidad de -glucosidasa de Streptomyces sp. de degradar 

oleuropeína en un extracto de hoja de oliva, mientras que en el fruto el enzima no era 

capaz de realizar la degradación de forma significativa debido a su dificultad para 

introducirse en el fruto (De Leonardis et al., 2015; Guggenheim et al., 2018; Ramírez et 

al., 2016). 
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Figura 3. Procesos de transformación y degradación de oleuropeína. Imagen inspirada 

en Ramírez et al. (2016) y Boskou et al. (2015). 

Además de las enzimas anteriores, polifenol oxidasa puede participar en procesos 

de oscurecimiento de la oliva a través de la oxidación de diferentes fenoles. En este 

marco, este enzima también provoca la oxidación de oleuropeína en una quinona que 

espontáneamente polimeriza, dando lugar a un compuesto no amargo (Figura 3) (D. 

Boskou et al., 2015). Asimismo, De Leonardis et al. (2013) mostraron la capacidad de 

Lacasa de Trametes versicolor para eliminar oleuropeína en muestras de aceite de oliva 

virgen (De Leonardis et al., 2013). 

1.2.4.4 Mejora de propiedades alimentarias de diferentes sustratos 
Lacasa es un enzima que tiene la capacidad de catalizar la transformación de 

diferentes sustratos en compuestos químicos con propiedades antimicrobianas y 

antioxidantes mejoradas respecto el sustrato de partida (Mohit et al., 2020).  

Respecto a este punto, Polak et al. (2020) notificaron la producción de compuestos 

fenazínicos a partir de la biotransformación de derivados benzoicos y naftalenos por 

Lacasa de Cerrena unicolor, siendo mostrada la actividad antimicrobiana de alguno de 

estos compuestos sobre Staphylococcus aureus. En esta línea, Bo  et al. (2012a) 

consiguieron con el uso de Lacasa de Trametes versicolor la funcionalización de 
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quitosano con quercetina y acido tánico, logrando un incremento de la capacidad 

antioxidante respecto a los compuestos de partida. De forma similar al estudio anterior, 

Bo  et al. (2012b) describieron que la enzima anterior era capaz de funcionalizar 

quitosano con ácido cafeico y ácido gálico, obteniendose un nuevo compuesto basado 

en quitosano que presentaba una actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli y 

Listeria monocytogenes que era mayor respecto al quitosano nativo 

2012b; Polak et al., 2020). 

Por otra parte, De Leonardis et al. (2013) mostraron que el tratamiento con Lacasa 

de Trametes versicolor sobre aceite de oliva virgen, provocaba en este una mejora de 

su capacidad antioxidante, derivada según los autores por los subproductos de la 

oxidación de polifenoles producida por el enzima. A pesar de las funciones tecnológicas 

negativas de oleuropeína mostradas anteriormente (apartado 1.2.4.3), esta molécula 

presenta propiedades saludables en el ser humano derivadas de su actividad 

antioxidante, cardioprotectora o antimicrobiana entre otras. Además de ello, oleuropeína 

es uno de los compuestos que más contribuye en la actividad antimicrobiana en 

extractos de hoja de oliva (De Leonardis et al., 2013; Monteiro et al., 2021; Sánchez-

Gutiérrez et al., 2021).  

Por todo lo anterior expuesto, futuras investigaciones podrían ser llevadas a cabo 

para la producción con Lacasa de derivados de oleuropeína que presenten actividades 

antioxidantes y antimicrobianas más elevadas respecto a oleuropeína nativa.  



 

 
 

  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

2 OBJETIVOS DE LA TESIS DOCTORAL 

 

 

  



 

 
 

  



 

25 
 

 Objetivos de la Tesis Doctoral 

2.1 OBJETIVO GENERAL 
El objetivo general de la presente tesis doctoral es el estudio de la actividad 

enzimática de Lacasa y sus aplicaciones en el campo de la tecnología alimentaria. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
I. Desarrollo de un método adecuado para la medida de la actividad enzimática de 

la proteína Lacasa (EC.1.10.3.2) y comparación con otros métodos analíticos descritos 

en la literatura. 

II. Caracterización de la cinética de la actividad enzimática de Lacasa con 

diferentes sustratos de naturaleza metoxifenólica. 

III. Establecimiento de los efectos de la actividad enzimática de Lacasa sobre la 

estereoisomería de diferentes sustratos, además de los anteriores. 

IV. Caracterización de la cinética de la actividad enzimática de Lacasa con 

diferentes catecolaminas relacionadas estructuralmente con sustratos implicados en el 

proceso de esclerotización de insectos. 

V. 

catecolaminas y Lacasa. 

VI. Caracterización de la cinética de la actividad enzimática de Lacasa con 

diferentes sustratos farmacológicos y tóxicos, para sentar las bases para una posible 

aplicación de Lacasa en un proceso descontaminante en la cadena alimentaria. 

VII. Estudio de la cinética de Lacasa y diferentes enzimas relacionadas sobre 

oleuropeína y 3-hidroxitirosol, con objeto de sentar las bases del desarrollo de un 

proceso tecnológico alternativo a la adicción de NaOH en la eliminación de amargor de 

la oliva. 

VIII. 

oleuropeína y 3-hidroxitirosol con Lacasa y enzimas relacionadas. 
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 Justificación y Estructura de la Tesis Doctoral 

La presente tesis doctoral está constituida por el compendio de tres publicaciones 

que representan una unidad científica y que abordan los objetivos planteados. A 

continuación, se expone la justificación y estructura de la tesis doctoral y se indica que 

objetivos específicos son tratados en cada una de las publicaciones:  

PUBLICACIÓN 1: Development of a method to measure laccase activity on 
methoxyphenolic food ingredients and isomers. 

En este trabajo se ha realizado el estudio de la catálisis oxidativa llevada a cabo 

por Lacasa de Trametes versicolor sobre los ingredientes alimentarios 2-metoxifenol 

(guaiacol) y 2,6-dimetoxifenol (siringol), y sobre sus isómeros 3-metoxifenol, 4-

metoxifenol, 2,3-dimetoxifenol, 3,4-dimetoxifenol y 3,5-dimetoxifenol. Para su medida, 

se ha desarrollado en este trabajo un método cronométrico que evite los errores de 

medida derivados de la generación de los radicales libres producidos por la oxidación 

catalítica de Lacasa. Este método se basa en la adición de ácido ascórbico, el cual 

provoca la generación de un periodo Lag o de retardo en la aparición del producto de la 

catálisis provocado por la reducción de los radicales metoxifenol. La medida del periodo 

Lag, permite la determinación de velocidades de estado estacionario precisas de 

Lacasa. 

Objetivos llevados a cabo en el trabajo: 

 Objetivo específico I. Desarrollo de un método adecuado para la medida de la 

actividad enzimática de la proteína Lacasa (EC.1.10.3.2) y comparación con 

otros métodos analíticos descritos en la literatura. 

 Objetivo específico II. Caracterización de la cinética de la actividad enzimática 

de Lacasa con diferentes sustratos de naturaleza metoxifenólica. 

 Objetivo específico III. Establecimiento de los efectos de la actividad 

enzimática de Lacasa sobre la estereoisomería de diferentes sustratos, 

además de los anteriores. 
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PUBLICACIÓN 2: Kinetic characterization of the oxidation of catecolamines 
and related compounds by laccase. 

El método desarrollado en la anterior publicación fue utilizado para la 

determinación de la actividad de Lacasa de Trametes versicolor sobre catecolaminas 

relacionadas con la esclerotización de la cutícula de insectos y de carácter 

farmacológico: L-dopa, L-epinefrina, L-norepinefrina, DL-isoprenalina, L-isoprenalina, 

DL- -metildopa, L- -metildopa y L-dopametilester. Debido a que la mayoría de los 

compuestos anteriores se encuentran en forma hidroclorada, se caracterizó la inhibición 

de cloruro sobre el enzima, para poder obtener los parámetros cinéticos de su oxidación 

por Lacasa, Km y velocidad máxima (Vm). Los resultados obtenidos sobre la cinética de 

los sustratos anteriores mostraron que la formación del éster (L-dopametilester) no 

afectaba la catálisis, mientras que la presencia de un grupo isopropilo unido a nitrógeno 

en estos sustratos dificultaba la catálisis. Por su parte, se obtuvo que la adición de un 

grupo metilo ( -metildopa) provocaba un incremento de velocidad unido a una reducción 

de su afinidad catalítica. Por último, se llevó a cabo el estudio del acoplamiento 

molecular de las catecolaminas sobre el centro activo del enzima, notificándose la 

interacción por puente de hidrogeno entre el C-4 y los residuos His-458 y Asp-206, que 

permitirían la transferencia electrónica al cobre de tipo 1 en el centro activo del enzima. 

Además de lo anterior, se observó como el residuo Phe-265 facilitaba la unión del 

sustrato en el bolsillo enzimático a través de interacciones -  

Objetivos llevados a cabo en el trabajo: 

 Objetivo específico IV. Caracterización de la cinética de la actividad enzimática 

de Lacasa con diferentes catecolaminas relacionadas estructuralmente con 

sustratos implicados en el proceso de esclerotización de insectos. 

 Objetivo específico V. Estudio de acoplamiento molecular 

interacción entre las catecolaminas y Lacasa. 

 Objetivo específico VI. Caracterización de la cinética de la actividad enzimática 

de Lacasa con diferentes sustratos farmacológicos y tóxicos, para sentar las 

bases para una posible aplicación de Lacasa en un proceso descontaminante 

en la cadena alimentaria. 
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PUBLICACIÓN 3: Enzymatic oxidation of oleuropein and 3-hydroxytyrosol by 
laccase, peroxidase and tyrosinase. 

En este trabajo se realizó el estudio de la catálisis enzimática de oxidación de 

oleuropeína y 3-hidroxitirosol por Lacasa, Tirosinasa y Peroxidasa, obteniéndose los 

parámetros cinéticos de Vm y Km de cada enzima sobre estos sustratos. En este 

sentido, se obtuvo que oleuropeína presentaba una mayor afinidad de unión por Lacasa 

respecto el resto de las enzimas estudiadas. Por otra parte, se realizó el estudio de la 

capacidad antioxidante de estos sustratos, presentando estos valores similares. Por 

último, se realizó el estudio de acoplamiento molecular de estos sustratos sobre las 

distintas enzimas de estudio, observándose que ambos sustratos presentaban la misma 

posición optima de unión sobre los distintos enzimas. Se puede destacar, como la parte 

o-difenol de ambas moléculas se unieron a Lacasa a través de los residuos 

mencionados en el anterior trabajo, presentando hidroxitirosol una unión adicional de 

enlace de hidrógeno con el residuo Pro-163, mientras que oleuropeína presentó enlaces 

de hidrógeno con los residuos Gly-334 y Gly-39, además de una interacción hidrofóbica 

con el residuo Phe-332, lo que provocó que Lacasa de Trametes versicolor presentase 

un valor menor en la constante de disociación (Kd). 

Objetivos llevados a cabo en el trabajo: 

 Objetivo específico VII. Estudio de la cinética de Lacasa y diferentes enzimas 

relacionadas sobre oleuropeina y 3-hidroxitirosol, con objeto de sentar las 

bases del desarrollo de un proceso tecnológico alternativo a la adicción de 

NaOH en la eliminación de amargor de la oliva. 

 Objetivo específico VI. 

interacción entre oleuropeina y 3-hidroxitirosol con Lacasa y enzimas 

relacionadas. 
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 Publicaciones originales que conforman la Tesis Doctoral 

PUBLICACIÓN 1 

Revista: International Journal of Biological Macromolecules 

Factor de impacto (2020): 6.953 

Ámbito: Biochemistry & Molecular Biology; Chemistry, Applied; Polymer Science 

Rango: 52/298 (Q1); 10/71 (Q1); 6/88 (Q1) 

 

Título: Development of a method to measure laccase activity on methoxyphenolic food 

ingredients and isomers 

Autores: Manzano-Nicolas, J., Marin-Iniesta, F., Taboada-Rodriguez, A., Garcia-

Canovas, F., Tudela-Serrano, J., Muñoz-Muñoz, J.L. 

Resumen: We studied the laccase-catalysed oxygenation of methoxyphenolic food 

ingredients, such as 2-methoxyphenol (guaiacol) and 2,6-dimethoxyphenol (syringol), 

isomers such as 3- and 4-methoxyphenol, and 2,3-, 3,4- and 3,5-dimethoxyphenol. 

These methoxyphenolic substrates generate unstable free radicals, which leads to the 

erroneous determination of steady state rates. The addition of small quantities of 

ascorbic acid as coupling reagent generates a lag period because it reduces free radicals 

to methoxyphenols. Measurement of the length of the lag period provides the reliable 

determination of true steady state rates. We describe the application of this chronometric 

method to the kinetic characterization of the oxidation of the above methoxyphenolic 

substrates by Trametes versicolor laccase. 

Año: 2020 

Volumen: 151 

Páginas: 1099-1107 

URL: https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.10.152  

 

  

https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.10.152
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PUBLICACIÓN 2 

Revista: International Journal of Biological Macromolecules 

Factor de impacto (2020): 6.953 

Ámbito: Biochemistry & Molecular Biology; Chemistry, Applied; Polymer Science 

Rango: 52/298 (Q1); 10/71 (Q1); 6/88 (Q1) 

 

Título: Kinetic characterization of the oxidation of catecolamines and related compounds 

by laccase 

Autores: Manzano-Nicolas, J., Taboada-Rodriguez, A., Teruel-Puche, J.A., Marin-

Iniesta, F., Garcia-Molina, F., Garcia-Canovas, F., Tudela-Serrano, J., Muñoz-Muñoz, 

J.L. 

Resumen: The pathways of melanization and sclerotization of the cuticle in insects are 

carried out by the action of laccases on dopamine and related compounds. In this work, 

the laccase action of Trametes versicolor (TvL) on catecholamines and related 

compounds has been kinetically characterized. Among them, dopamine, l-dopa, l-

epinephrine, l-norepinephrine, dl-isoprenaline, l-isoprenaline, dl- -methyldopa, l- -

methyldopa and l-dopa methylester. A chronometric method has been used, which is 

based on measuring the lag period necessary to consume a small amount of ascorbic 

acid, added to the reaction medium. The use of TvL has allowed docking studies of these 

molecules to be carried out at the active site of this enzyme. The hydrogen bridge 

interaction between the hydroxyl oxygen at C-4 with His-458, and with the acid group of 

Asp-206, would make it possible to transfer the electron to the T1 Cu-(II) copper centre 

of the enzyme. Furthermore, Phe-265 would facilitate the adaptation of the substrate to 

-

need to take into consideration that, excluding l-dopa, l- -methyldopa and dl- -

methyldopa, all compounds are in hydrochloride form. Because of this, first we need to 

kinetically characterize the inhibition by chloride and, after that, calculate the kinetic 

parameters KM and VmaxS. From the kinetic data obtained, it appears that the best 

substrate is dopamine. The presence of an isopropyl group bound to nitrogen 

(isoprenaline) makes it especially difficult to catalyse. The formation of the ester (l-dopa 

-

methyl dopa) increases the rate but decreases the affinity for catalysis. l-Epinephrine 
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and l-norepinephrine have an affinity similar to isoprenaline, but faster catalysis, probably 

due to the greater nucleophilic power of their phenolic hydroxyl. 

Año: 2020 

Volumen: 164 

Páginas: 1256-1266 

URL: https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2020.07.112 

https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2020.07.112
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PUBLICACIÓN 3 

Revista: Journal of Food Biochemistry 

Factor de impacto (2020): 2.720 

Ámbito: Food Science & Technology; Biochemistry & Molecular Biology 

Rango: 73/144 (Q3); 213/298 (Q3) 

 

Título: Enzymatic oxidation of oleuropein and 3-hydroxytyrosol by laccase, peroxidase 

and tyrosinase 

Autores: Manzano-Nicolas, J., Taboada-Rodriguez, A., Teruel-Puche, J.A., Marin-

Iniesta, F., Garcia-Molina, F., Garcia-Canovas, F., Tudela-Serrano, J., Muñoz-Muñoz, 

J.L. 

Resumen: The oxidation of oleuropein and 3-hydroxytyrosol by oxidases laccase, 

tyrosinase and peroxidase has been studied. The use of a spectrophotometric method 

and another spectrophotometric chronometric method has made it possible to determine 

the kinetic parameters Vmax and KM for each enzyme. The highest binding affinity was 

shown by laccase. The antioxidant capacities of these two molecules have been 

characterized, finding a very similar primary antioxidant capacity between them. Docking 

studies revealed the optimal binding position, which was the same for the two molecules 

and was a catalytically active position. PRACTICAL APPLICATIONS: One of the biggest 

environmental problems in the food industry comes from olive oil mill wastewater with a 

quantity of approximately 30 million tons per year worldwide. In addition, olive pomace, 

the solid residue obtained from the olive oil production, is rich in hydroxytyrosol and 

oleuropein and the action of enzymatic oxidases can give rise to products in their 

reactions that can lead to polymerization. This polymerization can have beneficial effects 

because it can increase the antioxidant capacity with potential application on new 

functional foods or as feed ingredients. Tyrosinase, peroxidase, and laccase are the 

enzymes degrading these important polyphenols. The application of a 

spectrophotometric method for laccase and a chronometric method, for tyrosinase and 

peroxidase, allowed us to obtain the kinetic information of their reactions on 

hydroxytyrosol and oleuropein. The kinetic information obtained could advance in the 

understanding of the mechanism of these important industrial enzymes. 
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Año: 2021 

Volumen: No asignado 

Páginas: No asignado 

URL: https://doi.org/10.1111/jfbc.13803  
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 Comunicaciones presentadas en congresos durante la Tesis Doctoral 

Congreso: I Symposium on Chemical and Physical Sciences for Young Researchers 

Tipo de comunicación: Comunicación Oral 

Lugar: Murcia 

Fecha: 22-23 de octubre de 2020 

 

Título: Design and validation of a method to measure laccase activity on 

methoxyphenolic food additives 

Autores: Manzano-Nicolas, J., Marin-Iniesta, F., Taboada-Rodriguez, A., Tudela-

Serrano, J., Garcia-Molina, P., Muñoz-Muñoz, J.L. 

Resumen: Laccase is a copper-protein (Mayer & Staples, 2002) which presents different 

applications in food industry like: clarification of fruit juices through the fall of formation 

of phenol-protein complexes, bioremediation of phenolic residues from waste waters of 

agri-food industry or the improvement of antioxidant and antimicrobial ability of food 

additives and ingredients (Manzano-Nicolas et al., 2020). In this work, it has been studied 

the catalytic activity of laccase, oxidation, on methoxyphenolic food ingredients, such as 

2-methoxyphenol (guaiacol) and 2,6-dimethoxyphenol (syringol), and isomers such as 

3- and 4-methoxyphenol, 2,3-, 3,4- and 3,5-dimethoxyphenol. Normally, mistaken results 

of steady state rates are obtained by the production of unstable free radicals during the 

oxidation of methoxyphenols. In this sense, if it is added small quantities of ascorbic acid 

as coupling reagent during enzymatic measures assays, it produces a lag period for the 

regeneration of methoxyphenols (reduction of free radicals). So, quantification of lag 

period time allows to obtain a more accurate determination of true steady state rates, as 

it was described previously for peroxidase and tyrosinase (Manzano-Nicolas et al., 

2020). In this work, we report the application and validation of this chronometric method 

to obtain the kinetic parameters (Km and Vm) of catalytic oxidation by Trametes 

versicolor laccase on methoxyphenols before listed. So, syringol presented the highest 

catalytic power (Vm/Km) respect to all substrates studied (142.20 ± 3.60 h-1) according 

to its chemical displacements of the carbon atom that supports the hydroxyl group (128.5 

ppm) (Manzano-Nicolas et al., 2020). 
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 Comunicaciones presentadas en congresos durante la Tesis Doctoral 

Congreso: V Jornadas Doctorales de la Universidad de Murcia 

Tipo de comunicación: Póster 

Lugar: Murcia 

Fecha: 29-31 de mayo de 2019 

 

Título: Puesta a punto de un método de medida de actividad de Lacasa sobre 

ingredientes alimentarios metoxifenólicos e isómeros 

Autores: Manzano-Nicolas, J., Marin-Iniesta, F., Taboada-Rodriguez, A., Tudela-

Serrano, J., Muñoz-Muñoz, J.L., Garcia-Canovas, F. 

Resumen: Lacasa (EC.1.10.3.2) es una cupoproteina (Mayer & Staples, 2002) que 

presenta diferentes aplicaciones en la industria alimentaria como son: la clarificación de 

zumos de frutas a través de la reducción de la formación de los complejos fenol-proteína, 

biorremediación de residuos fenólicos procedentes de aguas de desecho de la industria 

agroalimentaria o la mejora de la capacidad antioxidante y antimicrobiana de aditivos e 

ingredientes alimentarios . En la literatura se han 

descrito diferentes métodos espectrofotométricos de medida de la actividad de Lacasa 

(Moshtaghioun et al., 2011; Tinoco et al., 2001), pero todos ellos son específicos para 

determinados compuestos. 

En este trabajo se propone el estudio y validación de un método espectrofotométrico 

cronométrico que permite el estudio de la actividad del enzima sobre un amplio grupo 

de compuestos y permite la obtención de los parámetros cinéticos: velocidad máxima 

(Vm) y constante de Michaelis (Km). Para ello, se midió la actividad enzimática de 

siringol (2,6-Dimetoxifenol) y guaiacol (2-Metoxifenol), aditivos saborizantes de 

ahumado en alimentos -Pikielna, 2006), y sus isómeros, 2,3-

metoxifenol, 3,4-metoxifenol, 3,5-metoxifenol, 3-metoxifenol y 4-metoxifenol con este 

método cronométrico. El método cronométrico fue validado por la comparación de los 

valores de Vm y Km obtenidos de siringol y guaiacol, respecto a los obtenidos de estos 

sustratos por un método espectrofotométrico convencional. 

Los resultados obtenidos muestran en primer lugar, la validez del método cronométrico, 

debido a la ausencia de diferencias significativas de los valores de Vm y Km de siringol 

y guaiacol respecto a los obtenidos por el método espectrofotométrico convencional. A 

partir de estos datos se mostró una mayor afinidad del enzima por siringol y sus 
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isómeros, respecto guaiacol y sus isómeros, mientras que no se encontraron diferencias 

significativas de Vm entre los dos grupos de sustratos. 

Este nuevo método de medida de la actividad enzimática de Lacasa sobre diferentes 

compuestos e ingredientes alimentarios, validado en el presente trabajo, permitirá 

preliminarmente evaluar el efecto de este enzima sobre diferentes matrices alimentarias, 

para posteriormente estudiar el efecto de su aplicación en el procesado de diferentes 

alimentos. 
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Congreso: I Congreso de Jóvenes Investigadores en Ciencias Agroalimentarias 

Tipo de comunicación: Póster 

Lugar:  Almería 

Fecha: 20 de diciembre de 2018 

 

Título: Efectos de termosonicación y refrigeración sobre compuestos bioactivos y 

recuentos microbiológicos en zumo de tomate 

Autores: Manzano-Nicolas, J., Taboada-Rodriguez, A., Marin-Iniesta, F. 

Resumen: Existe una demanda creciente durante los últimos años de alimentos 

mínimamente procesados, asociada a la mejora de sus propiedades nutricionales y 

sensoriales. En este sentido la termosonicación es una tecnología que está emergiendo 
como una alternativa a los métodos clásicos de procesamiento alimentario. El objetivo 

de este trabajo ha sido estudiar el efecto de la termosonicación y refrigeración sobre 

-caroteno, actividad antioxidante y 

recuentos de aerobios, mohos y levaduras) en zumo de tomate. En este trabajo se ha 

estudiado el efecto de la termosonicación (24 kHz, 10.55 W/mL, 100 % amplitud, tipo 

sonda, <40ºC) durante un periodo de 1, 10, 20 y 30 minutos sobre zumo de tomate y el 

efecto de este tratamiento cuando las muestras (n=3) fueron almacenadas en 

refrigeración (5ºC) durante 15 días. Los resultados mostraron una significativa reducción 

(p<0.05) de los contenidos -caroteno, licopeno y recuentos de mohos y levaduras, 

y un mantenimiento de actividad antioxidante y recuentos de aerobios con los 

tratamientos de termosonicación de 1-30 min. Por otra parte, las muestras de zumo de 

tomate almacenadas 15 días en refrigeración mostraron un incremento significativo de 

licopeno, mohos, levaduras y aerobios. Por otra parte, en refrigeración no hubo cambios 

significativos en los -caroteno, así como una significativa caída de 

actividad antioxidante. Podemos concluir que la termosonicación aplicada al zumo de 

tomate podría mejorar los parámetros de calidad microbiológica y capacidad 

antioxidante en tiempo cortos de almacenamiento. Sin embargo, la termosonicación no 

fue capaz de controlar el incremento de la población microbiana durante 15 días de 

refrigeración en zumo de tomate. 

 

There is a growing demand during the last years of minimally processed foods, 

associated with the improvement of their nutritional and sensory properties. In this sense, 
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the application of thermosonication is a technology that is emerging as an alternative to 

classical methods of food processing. The objective of this work was to study the effect 

of thermosonication and refrigeration on quality parameters (lycopene and -carotene 

contents, antioxidant activity and aerobic, mold and yeast counts) in tomato juice. In this 

work we have studied the effect of thermosonication (24 kHz, 10.55 W/mL, 100% 

amplitude, probe type, <40ºC) during a period of 1, 10, 20 and 30 minutes on tomato 

juice and the effect of this treatment when the samples (n = 3) were stored under 

refrigeration (5ºC) for 15 days. The results showed a significant reduction (p <0.05) in 

-carotene, lycopene and mold and yeast counts, and a maintenance of 

antioxidant activity and aerobic counts with the thermosonication treatments of 1-30 min. 

On the other hand, samples of tomato juice stored 15 days in refrigeration showed a 

significant increase in lycopene and counts of molds, yeasts and aerobes. On the other 

hand, in refrigeration there were no -carotene as 

well as a significant drop in antioxidant activity. We can conclude that thermosonication 

applied to tomato juice could improve the parameters of microbiological quality and 

antioxidant capacity in short storage times. Whereas thermosonication was not able to 

control the increasing of microbiological counts during the 15 days of refrigeration 

storage in tomato juice. 
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 Conclusiones 

6.1 CONCLUSIONES ESPECÍFICAS 
1. Se ha diseñado, aplicado y validado un método cronométrico de medida de la 

actividad enzimática de Lacasa que permite obtener parámetros cinéticos más 

precisos sobre la catálisis de este enzima, respecto a diferentes métodos 

descritos en la literatura, sobre diversos sustratos de interés en la industria 

alimentaria. 

2. El análisis de la cinética enzimática de Lacasa de Trametes versicolor sobre 

siringol (2,6-dimetoxifenol), guaiacol (2-metoxifenol) y sus compuestos isómeros, 

pusieron de manifiesto que siringol presentaba el máximo poder catalítico 

respecto los demás sustratos, estando esto relacionado con su menor valor de 

desplazamiento químico (128.5 ppm). De esta forma, tanto los efectos 

electrónicos como los estéricos fueron relevantes en la afinidad y la catálisis del 

enzima sobre los sustratos. Así, se obtuvieron distintos valores de los 

parámetros cinéticos en los diferentes estereoisómeros. 

3. El estudio de la catálisis enzimática de Lacasa de Trametes versicolor sobre 

catecolaminas farmacológicas e implicadas sobre el proceso de esclerotización 

de la cutícula de los insectos reveló que la presencia de un grupo isopropilo unido 

al nitrógeno (isoprenalina) dificultaba la catálisis, mientras que la adición de un 

-metildopa) provocaba un incremento de la velocidad de catálisis 

a costa de una reducción de la afinidad enzimática. Por su parte, la formación de 

un grupo éster (L-dopametilester) en estas moléculas no afectaba a la catálisis. 

4. iferentes 

catecolaminas, con estructuras químicas con ligeras diferencias, presentaron un 

mecanismo de unión al enzima Lacasa de Trametes versicolor idéntico, donde 

todas ellas establecían enlaces de hidrógeno en el C-4 con los residuos His-458 

y Asp-206, permitiendo posiblemente la transferencia del electrón al cobre de 

tipo 1 del centro activo enzimático. 

5. El estudio de la catálisis oxidativa de oleuropeína y 3-hidroxitirosol por las 

oxidasas Lacasa, Tirosinasa y Peroxidasa, puso de manifiesto la capacidad de 

Lacasa respecto a estas oxidasas de unirse con mayor afinidad a estos sustratos 

de interés industrial.  

6. Oleuropeína y 3-hidroxitirosol presentaban una capacidad antioxidante similar. 

7. Oleuropeína establecía mayor número de enlaces en el centro activo de Lacasa 

de Trametes versicolor respecto a 3-hidroxitirosol, lo cual provoca que 

oleuropeína presente una menor probabilidad de disociarse del enzima. 
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6.2 CONCLUSIONES GENERALES 
La presente tesis doctoral presenta conocimiento de carácter básico sobre 

Lacasa, con relación al desarrollo de un método de medida de su actividad, y el estudio 

de su proceso catalítico sobre compuestos químicos de interés en la industria 

agroalimentaria: 

1. Monometoxifenoles y dimetoxifenoles, utilizados como aditivos en diferentes 

productos alimenticios. 

2. Catecolaminas, compuestos con un posible rol en la esclerotización del 

exoesqueleto de insectos y que podrían influir en el procesado de ciertas 

especies de insectos como ingrediente de productos alimenticios. 

3. Catecolaminas de uso farmacológico, compuestos tóxicos que pueden actuar 

como contaminantes de materias primas alimentarias. 

4. Oleuropeína, compuesto con impacto sensorial desagradable en las olivas. 

De esta forma, este conocimiento presentado puede sentar las bases para el 

desarrollo o mejora de distintos procesos industriales a través del uso del enzima 

Lacasa. 
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 Resumen 

Lacasa es un enzima oxidasa presente en una gran diversidad de organismos, 

donde cumple una gran variedad de funciones biológicas, de las cuales pueden ser 

destacado su rol en el proceso de esclerotización de la cutícula de insectos. Este enzima   

interviene en una gran cantidad de procesos en la industria alimentaria, como 

biorremediación, desarrollo de métodos de medida o estabilización de bebidas.  

Esta tesis ha tenido como objetivo el desarrollo de un método analítico de la 

actividad de Lacasa sobre diferentes sustratos y el análisis de la cinética enzimática de 

Lacasa sobre los distintos estereoisómeros de 2-metoxifenol (guaiacol) y 2,6-

dimetoxifenol (siringol), sobre catecolaminas de carácter farmacológico o relacionadas 

a las involucradas en el proceso de esclerotización de la cutícula de insectos, y sobre 

oleuropeina e hidroxitirosol implicados en procesos industriales de la oliva. Todos los 

estudios de Lacasa fueron realizados usando la especie modelo Trametes versicolor. 

En este sentido, un método cronométrico fue diseñado, desarrollado y validado 

para la medida de la actividad enzimática de Lacasa, que permitió determinar los 

parámetros de la cinética enzimática sobre los estereoisómeros de siringol y guaiacol, 

las catecolaminas L-dopa, L-epinefrina, L-norepinefrina, DL-isoprenalina, L-

isoprenalina, DL- -metildopa, L- -metildopa y L-dopametilester, además de los 

compuestos oleuropeína e hidroxitirosol.  

Además de los parámetros cinéticos descritos, estudios de docking  molecular 

realizados sobre las catecolaminas mencionadas, oleuropeina e hidroxitirosol, pusieron 

de manifiesto que Lacasa de Trametes versicolor establecía enlaces de hidrógeno en el 

C-4 con los residuos His-458 y Asp- -  con el residuo Phe-265 

que facilitaban la unión de los sustratos en el bolsillo enzimático. 

Por último, se ha descrito como Lacasa de Trametes versicolor presentaba una 

afinidad de unión superior sobre oleuropeína e hidroxitirosol respecto otras enzimas 

oxidasas como tirosina y Peroxidasa. 

Esta tesis presenta un estudio básico de la cinética enzimática de Lacasa sobre 

diferentes sustratos de interés en la industria alimentaria, que permita avanzar en el 

estudio de futuras aplicaciones industriales de Lacasa como procesos de 

biorremediación para evitar la contaminación de materias primas de la industria 

alimentaria, la producción de insectos comestibles o el desamargado de las olivas. 
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 Summary 

Laccase is an oxidase enzyme presented in a great diversity of organisms, where 

it fulfills a great variety of biological functions, of which its role in the process of 

sclerotization of the cuticle of insects can be highlighted. This enzyme is involved in a 

large number of processes in the food industry, such as bioremediation, development of 

measurement methods or stabilization of beverages. 

The aim of this thesis was the development of an analytical method for laccase 

activity on different substrates and the analysis of the enzymatic kinetics of laccase on 

the different stereoisomers of 2-methoxyphenol (guaiacol) and 2,6-dimethoxyphenol 

(syringol), on catecholamines of pharmacological character or related to those involved 

in the sclerotization process of insect cuticle, and on oleuropein and hydroxytyrosol 

involved in olive industrial processes. All laccase studies were performed using the 

model species Trametes versicolor. 

In this sense, a chronometric method was designed, developed and validated for 

the measurement of laccase enzymatic activity, which allowed determining the 

parameters of the enzymatic kinetics on the stereoisomers of syringol and guaiacol, the 

catecholamines L-dopa, L-epinephrine, L-norepinephrine, DL-isoprenaline, L-

isoprenaline, DL- -methyldopa, L- -methyldopa and L-dopamethylester, as well as the 

compounds oleuropein and hydroxytyrosol.  

In addition to the kinetic parameters described above, molecular docking studies 

performed on the aforementioned catecholamines, oleuropein and hydroxytyrosol, 

revealed that Trametes versicolor laccase established hydrogen bonds at C-4 with 

residues His-458 and Asp- - -265 that facilitated 

the binding of the substrates in the enzyme pocket. 

Finally, it has been described how Trametes versicolor laccase had a higher 

binding affinity for oleuropein and hydroxytyrosol than other oxidase enzymes such as 

tyrosine and peroxidase. 

This thesis presents a basic study of the enzymatic kinetics of laccase on different 

substrates of interest in the food industry, which allows to advance in the study of future 

industrial applications of laccase such as bioremediation processes to avoid 

contamination of raw materials from the food industry, production of edible insects or 

olive debittering. 
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