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Resumen 

 

La aplicación de tecnologías que permitan el establecimiento de biorrefinerías constituye una 

alternativa interesante que busca incentivar una menor dependencia en el uso de combustibles 

fósiles y generar productos de valor agregado a partir de la biomasa vegetal con el menor 

impacto ambiental posible. Para ello se hace indispensable la búsqueda de nuevas enzimas 

capaces de degradar materiales recalcitrantes y que sean compatibles con procesos 

industriales llevados en condiciones ácidas o básicas y altas temperaturas, entre otros. Las  

β-glucosidasas, poseen la capacidad de limitar la eficiencia de la hidrólisis de celobiosa y 

celodextrinas a glucosa e intervenir en la inhibición inducida por celobiosa sobre las 

exoglucanasas y las endoglucanasas. El presente trabajo plantea la búsqueda de  

β-glucosidasas a partir del análisis metagenómico de dos fuentes naturales: microhábitats de 

escarabajos pasálidos y respiraderos hidrotermales de la Isla Vulcano. En el caso de los 

escarabajos, la microbiota intestinal es adquirida a partir del alimento que ingieren estos 

insectos y transmitidas verticalmente desde los padres hacia su descendencia, pues exhiben 

un comportamiento subsocial. Esta microbiota es fundamental para la degradación de 

material lignocelulósico y por ende la alimentación de estos organismos. La estrategia 

bioinformática desarrollada a partir de los metagenomas de pasálidos permitió obtener tres 

genes asociadas a β-glucosidasas de origen bacteriano (Firmicutes), los cuales fueron 

clonados, no obstante, su expresión produjo la formación de cuerpos de inclusión.  

Por su parte, los respiraderos hidrotermales de la Isla Vulcano poseen una composición 

geoquímica variable, temperaturas heterogéneas y una gran diversidad microbiana adaptada 

a estas condiciones. Tras cultivar en el laboratorio muestras de sedimentos y fluidos presentes 

en estos ambientes, en presencia de carboximetilcelulosa y atmósfera anóxica, las 

comunidades microbianas anaerobias y heterótrofas fueron forzadas a expresar su maquinaria 

genética asociada a la degradación de este material. El ADN obtenido bajo esta condición 

fue clave en la obtención de una β-glucosidasa recombinante (Bgav1). Bgav1, asociada a la 

bacteria hipertermófila Thermotoga neapolitana, fue identificada como una enzima 

termoactiva (temperatura óptima de 90°C), termoestable (60% de actividad relativa al cabo 

de 24h a 70°C), tolerante a la glucosa y pertenece a la familia GH1. Las cualidades 

sobresalientes de Bgav1 hacen de esta β-glucosidasa una candidata interesante para 
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aplicaciones en biorrefinerías en Costa Rica. Finalmente, este trabajo plantea la relevancia 

de contar con el ADN de muestras ambientales que permitan aumentar las posibilidades de 

éxito en la bioprospección de enzimas a partir de metagenomas secuenciados. 
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1. Introducción 

 
1.1 Biomasa vegetal e interés económico de biorrefinerías 

 
En general, la biomasa vegetal constituye el material más abundante y de mayor distribución 

presente en la Tierra con una producción anual de aproximadamente 109 toneladas (Batista 

et al., 2016). Una fracción significativa de la biomasa lignocelulósica en el mundo 

comprende los residuos forestales (p.e. madera), agrícolas (p.e. arroz, maíz, trigo, caña), 

herbáceos (p.e. zacate, pastos) y plantas asociadas a regiones áridas (p.e. agave). Esta 

abundancia se traduce en una gran disponibilidad de materia orgánica altamente recalcitrante 

a la degradación. Estos materiales están compuestos en su mayoría por un entramado de 

moléculas que conforman la lignocelulosa. En general, se estima que entre diferentes 

especies de plantas se puede encontrar un contenido de celulosa de aproximadamente un 35-

50% (peso en porcentaje con base a peso seco) y un 25-35% de hemicelulosa, las cuales se 

encuentran en interacción con la lignina (Maruthamuthu et al., 2016). Esta última se 

encuentra junto con la pectina en una proporción del 12-35 % y del 2-5 %, respectivamente 

(Kumar et al., 2016). 

La celulosa es un polímero lineal de moléculas de D-glucosa unidas por enlaces  

β-glicosídicos entre los carbonos 1 y 4 (β-(1→4-D-glucan) (Flores, 1999). La hemicelulosa 

es un componente importante de la matriz que integra la pared celular. Su composición 

química se caracteriza por tener pentosas y hexosas heterogéneas tales como xiloglucanos 

(componente dominante de la pared primaria), D-arabinosa (pentosa), heteroxilanos, 

heteromananos, D-galactosa, D-fructosa y D-glucosa. (Flores, 1999). Por su parte, la lignina 

es el constituyente principal de la pared secundaria vegetal, aunque también se puede 

encontrar en la lámina media y pared primaria de la célula vegetal (Martínez et al., 2005). La 

Figura 1 muestra una representación de los principales componentes de la biomasa vegetal. 

Esta es una red polimérica, insoluble e irregular, constituida por subunidades de 

fenilpropanoides, entre ellos p-hidroxifenil, guaiacil y siringil. Interesantemente, la lignina 

carece de cadenas laterales con subunidades repetitivas, lo cual hace que sea un material de 

difícil degradación (Malherbe y Cloete, 2002). En la naturaleza, cada uno de estos 

componentes logran ser degradados gracias a la acción de enzimas hidrolíticas presentes en 
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muchos microorganismos, entre ellos, hongos y bacterias, colaborando así en el proceso de 

reciclaje del carbono (Madigan et al., 1999). 

 

Figura 1. Principales componentes estructurales de la lignocelulosa (Tomado de Rubin, 

2008). 

Actualmente existe una gran necesidad por suplir la demanda energética global procurando 

reducir el uso de combustibles fósiles, minimizando el impacto ambiental sin dejar de lado 

la dinamización de la economía. Se ha sugerido que el incremento global anual en la tasa de 

consumo de energía es del 1,6% y que las reservas de petróleo durarán solo por 40 años más, 

mientras que las de gas natural por 60 años más (Ghatak, 2011). En este contexto, el concepto 

de biorrefinerías resulta prometedor para mitigar problemas de seguridad energética, 

protección del medio ambiente y disponibilidad de materias primas para la síntesis de 

químicos orgánicos importantes. Las biorrefinerías son facilidades que integran procesos de 
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conversión de biomasa y equipos destinados a la producción de combustibles, poder y 

químicos de alto valor agregado con el mínimo impacto ambiental posible (Demirbas y 

Demirbas, 2010). 

Una de las etapas iniciales en el desarrollo de una biorrefinería es el pretratamiento de la 

biomasa, incluyendo métodos físicos, químicos y biológicos, el cual busca facilitar la 

disponibilidad de polisacáridos vegetales a enzimas capaces de hidrolizarlos (Silveira et al., 

2015). A partir de azúcares simples se puede hacer uso de procesos fermentativos mediados 

por microorganismos diseñados para la bioconversión eficiente de sustratos a productos, o 

bien, procesos químicos convencionales (p.e. oxidación, hidrogenación, deshidratación) que 

permitan la síntesis de moléculas con importancia económica (Choi et al., 2015). Un 

concepto de biorrefinería se muestra en la Figura 2.  El Departamento de Energía de los 

Estados Unidos publicó en el 2004 una lista con los 12 compuestos con potencial para ser 

explotados comercialmente a partir de biorrefinerías, entre los que destacan el ácido 

succínico (tamaño de mercado global de 30 000-50 000 toneladas/año), ácido láctico (tamaño 

de mercado global de 400 000 toneladas/año), ácido 3-hidroxipropanoico (tamaño de 

mercado global de 5,5 millones de toneladas/año), etanol (tamaño de mercado global de 85 

millones de toneladas/año), sorbitol, glicerol, entre otros (Choi et al., 2015). Un total de diez 

compuestos ya han sido comercializados o se encuentran en etapas próxima a ser 

comercializados (Choi et al., 2015). 

Por otro lado, aún persisten muchos retos por superar en las diferentes etapas que conlleva el 

desarrollo de una biorrefinería: aspectos de eficiencia en los procesos, logística en el 

suministro de materias primas (biomasa) hacia las biorrefinerías y viabilidad económica de 

los procesos (Kurian et al., 2013).    

En el presente trabajo, se realizó la búsqueda de enzimas β-glucosidasas a partir de dos 

metagenomas provenientes de dos ambientes diferentes: intestinos y galerías de escarabajos 

pasálidos y respiraderos hidrotermales de la Isla Vulcano. A partir del primer ambiente se 

realizó una estrategia en la que a partir de secuencias asociadas a enzimas putativas  

β-glucosidasa se sintetizaron los genes y se intentaron expresar de manera heteróloga. Con 

el segundo ambiente, se seleccionaron secuencias putativas asociadas a β-glucosidasas, se 

intentaron extraer a partir del ADN de muestras ambientales hasta obtener el gen bgav1. La 

enzima recombinante Bgav1 fue debidamente expresada y purificada, permitiendo así la 
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caracterización de varios parámetros bioquímicos de interés, entre ellos, la temperatura y pH 

óptimos, estabilidad térmica y de pH, influencia de sales metálicas, aditivos, detergentes y 

solventes orgánicos, tolerancia a la glucosa y parámetros cinéticos. El perfil de la  

β-glucosidasa Bgav1 posee características interesantes para ser empleada en aplicaciones 

biotecnológicas vinculadas a biorrefinerías. 

 

Figura 2. Concepto de una biorrefinería con materiales lignocelulolíticos.  

HMF = hidroximetilfurfural. Los rectángulos azules indican productos de cada proceso, mientras que los 

rectángulos blancos representan procesos. Adaptado de Schröder, 2013.  

 
1.2 Enzimas celulolíticas 

 

Las enzimas, término acuñado inicialmente por Frederick W. Kühne en 1876, son 

catalizadores de reacciones biológicas cuya función contempla la disminución de la energía 

libre estándar de activación de una reacción y por ende aumenta su velocidad sin alterar el 

equilibrio de la misma (Aehle, 2007).  
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El Comité de Nomenclatura de la Unión Internacional de Bioquímica y Biología (IUBMB) 

ha desarrollado un sistema de nomenclatura a través del número EC (Enzyme Commission) 

que permite agrupar a las enzimas en seis diferentes clases (Cuadro 1). 

 

Cuadro 1. Clasificación internacional de las enzimas establecida por la IUBMB 

 
No. de clase Nombre de la clase Tipo de reacción que catalizan 

1 Oxidorreductasas Transferencia de electrones (Reacciones redox) 

2 Transferasas 
Transferencia de grupos funcionales  

(metil, acil, amino, fosfato, entre otros) 

3 Hidrolasas 

Reacciones de hidrólisis mediante la transferencia de 

grupos funcionales a agua  

(C-O, C-N, C-C, entre otros) 

4 Liasas 
Adición de grupos a dobles enlaces o la formación de 

dobles enlaces por remoción de grupos 

5 Isomerasas 
Transferencia de grupos dentro de una molécula para 

crear arreglos geométricos o estructurales (isómeros) 

6 Ligasas 
Catalizan la unión de dos moléculas acopladas a la 

hidrólisis de ATP u otro nucleósido trifosfato 

 

Según BRENDA (BRaunschweig ENzyme DAtabase, http://www.brenda-enzymes.org/), 

actualmente se debe agregar la clase 7 (EC 7) a esta clasificación. Este grupo de enzimas se 

denomina translocasas y su rol se centra en catalizar el movimiento de iones o moléculas a 

través de membranas o su separación dentro de estas. 

Las celulasas, incluida cualquier enzima que degrade celulosa o polisacáridos asociados, 

excepto lignina (oxidorredcutasas EC:1), se agrupan dentro de la clase 3 (hidrolasas EC:3). 

Todas las celulasas conocidas son glicosil hidrolasas (GH) que utilizan el mismo mecanismo 

catalítico ácido-base con inversión o retención anomérica de glucosa (Davies y Henrissat, 

1995). 

Aunque la especificidad por diferentes sustratos es variable entre diferentes celulasas, estas 

se pueden clasificar en exoglucanasas (EC 3.2.1.74), endoglucanasas o celulasas (EC 

http://www.brenda-enzymes.org/
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3.2.1.4), celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) y 𝛽-glucosidasas (EC 3.2.1.21). Las exoglucanasas 

realizan su función en los extremos reductores y no reductores de las cadenas de celulosa; las 

endoglucanasas hidrolizan al azar enlaces 𝛽-1,4-glicosídicos dentro de las cadenas de 

celulosa liberando fragmentos de tamaño variable y accesibles conocidos como 

celodextrinas. Las celobiohidrolasas cortan en extremos no reductores y liberan unidades de 

celobiosa (dímeros de glucosa), constituyentes base de la celulosa. Las enzimas  

𝛽-glucosidasas se encargan de la ruptura de la celobiosa para generar monómeros de glucosa 

(Saini et al., 2015). Cabe mencionar que la base de datos BRENDA y varios autores incluyen 

a las celobiohidrolasas dentro del grupo de las exoglucanasas por lo que una clasificación 

más global contemplaría solamente a las endoglucanasas, exoglucanasas y 𝛽-glucosidasas 

(Zhang et al., 2006). 

Recientemente se ha descrito un nuevo grupo de enzimas que se incorpora al paradigma 

enzimático existente en la hidrólisis de celulosa (Vaaje-Kolstad et al., 2010). El grupo de 

monooxigenasas líticas de polisacáridos (LPMOs) catalizan un ataque oxidativo de la cadena 

de polisacárido a través de un sitio activo plano unido a un átomo de cobre (Kjaergaard et 

al., 2014). La actividad de estas enzimas puede actuar tanto en celulosa cristalina como en 

hemicelulosa (Agger et al., 2014; Beeson et al., 2015). Las LPMOs se encuentran tanto en 

sistemas fúngicos como bacterianos y están descritos dentro de la familia 9 (AA9) de enzimas 

redox con actividad auxiliar y la familia 10 (AA10), respectivamente, según CAZy 

(Carbohydrate-Active enZYmes Databse, (http://www.cazy.org/). Un modelo sugerido 

recientemente en la degradación de celulosa contempla la acción sinérgica de las enzimas 

anteriormente descritas (Figura 3). 

 

 

http://www.cazy.org/
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Figura 3. Modelo aerobio de degradación de celulosa en bacterias y hongos (Tomado de 

Cragg et al., 2015). 

En su mayoría, las endo-glucanasas y exo-celulasas poseen tres dominios funcionales: 

dominio catalítico, módulo de unión a un carbohidrato y un módulo de unión flexible que 

conecta a ambas regiones. En estos dos tipos de enzimas los dominios catalíticos entre 

diferentes familias de glicosil-hidrolasas presentan variaciones importantes en su 

plegamiento estructural que sugiere un origen evolutivo diferente entre las mismas. Entre las 

nueve conformaciones estructurales descritas a nivel de domino catalítico para estas enzimas, 

cinco se encuentran presentes en endo y exoclucanasas (Wang et al., 2013). Las endo-

glucanasas y exo-celulasas presentan dos tipos de arquitecturas principales en sus sitios 

activos: las glicosil-hidrolasas con un sitio activo en forma de ranura o hendidura y las que 

lo poseen en forma de túnel. Las primeras se asocian principalmente a una actividad 

endocelulolítica (endo-glucanasas) mientras que las segundas se asocian a una actividad 

exocelulolítica (exo-celulasas). Asimismo, las exoglucanasas suelen poseer la característica 

de permanecer unidas a la cadena de celulosa hasta completar su hidrólisis. Las 

endoglucanasas, por su parte, pueden compartir este mismo modo de acción o bien, 

desprenderse de la celulosa sin que haya finalizado la hidrólisis de esta (Sukharnikov et al., 

2011). 
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Las exoglucanasas poseen tamaños variables que van desde los 14,2 kDa hasta los 780 kDa 

(Jagtap y Rao, 2005; Nguyen et al., 2010). Los rangos de pH óptimos reportados se 

encuentran entre 4,3 y 7 y muestran temperaturas óptimas variables que pueden encontrarse 

entre los 30-35 °C (p.e. Ruminococcus albus) hasta los 95-100 °C en bacterias extremófilas 

como Caldicellulosiruptor bescii (Himmel et al., 1986; Ohmiya y Shimizu, 1988; Zverlov et 

al., 1998; Jagtap y Rao, 2005). Estas enzimas suelen ser principalmente extracelulares, no 

obstante, se han reportado algunas intracelulares y otras adheridas a la membrana 

citoplasmática como en el caso de la bacteria Prevotella ruminicola, perteneciente al filo 

Bacteroidetes (Wulff-Strobel y Wilson, 1995). Las exoglucanasas reportadas en BRENDA 

son producidas principalmente por hongos (p.e. Aspergillus niger, A. fumigatus, Botritys 

cinerea, Candida wickerhamii, Rhizopus oryzae, Fusarium oxysporum, F. solani, 

Trichoderma reseei, T. viride y T. koningii) y bacterias (p.e. Vibrio cholerae, Ruminococcus 

albus, Celullomonas fimi, Clostridium cellulovorans, Clostridium papyrosolvens, 

Fibrobacter succinogenes subs. succinogenes S85, Pseudomonas fluorescens subs. cellulose 

y Komagataeibacter xylinus). Por otro lado, esta misma base de datos reporta que las 

endoglucanasas poseen pesos moleculares heterogéneos que van desde los 13 kDa hasta los 

252 kDa, un rango de pH óptimos que se extienden desde valores de 1.8 en la arquea 

Sulfolobus solfataricus (Limauro et al., 2001), hasta 10 en una bacteria alcalofílica del género 

Bacillus sp. (Kim et al., 2005). Las temperaturas óptimas abarcan un espectro amplio que se 

encuentra entre los 25-100 °C.  Las endoglucanasas se encuentran predominantemente en 

bacterias y hongos, no obstante, su presencia también se reporta en moluscos p.e. Ampullaria 

crossean (Wang et al., 2003), nemátodos p.e. Bursaphelenchus xylophilus (Shibuya et al., 

2008), protozoarios p.e. Leishmania donovani (Jacobson et al., 2001), oomicetes p.e. 

Phytophtora infestans, plantas p.e. Phaseolus vulgaris y Persea americana y arqueas p.e. 

Pyrococcus furiosus (Kataoka y Ishikawa, 2014).  Por su parte, las 𝛽-glucosidasas comparten 

una estructura, mecanismo de catálisis y unión a sustrato muy semejante. Su sitio activo suele 

estar localizado hacia el extremo C-terminal de las láminas-𝛽 y presenta una forma de cráter 

(Jeng et al., 2011). El mecanismo de hidrólisis descrito involucra dos residuos de glutamato 

(o aspartato) y ocurre en dos etapas: 1) un ataque nucleofílico de un residuo de glutamato al 

C1 de la glucosa, que genera un complejo glucosa-enzima y 2) una reacción (ácido/base) con 

el segundo residuo de glutamato que produce la liberación de la enzima (Wang et al., 2013). 
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Las 𝛽-glucosidasas catalizan reacciones de hidrólisis de glicósidos y transglicosilaciones (Ma 

et al., 2015). Además de la celobiosa, se ha reportado que estas enzimas pueden utilizar como 

sustrato la celotriosa y la celotetraosa (Wang et al., 2013); siendo el primero un trisacárido 

de tres glucosas y el segundo un oligosacárido de cuatro residuos de glucosa. Basado en su 

secuencia de aminoácidos, las 𝛽-glucosidasas se pueden agrupar en las siguientes familias: 

GH1, 3, 5, 9, 30 y 116 (Xia et al., 2016). 

Las 𝛽-glucosidasas reportadas en BRENDA poseen un peso molecular que se encuentra entre 

los 6.7 kDa y los 460 kDa con actividades enzimáticas óptimas en valores de pH que van 

desde los 2.4 hasta 9. En general, las temperaturas óptimas descritas se encuentran entre los 

20-100 °C. Al igual que en las endoglucanasas, las 𝛽-glucosidasas son predominantes en 

bacterias y hongos, sin embargo, pueden encontrarse además en insectos como por ejemplo 

la abeja de la miel, Apis mellifera (Pontoh y Low, 2002), la arquea extremófila Sulfolobus 

acidocaldarius (Shin et al., 2013) e interesantemente en múltiples plantas como la avena 

(Kwak et al., 2009), vainilla (Odoux et al., 2003), maíz (Han y Chen, 2008), uva (Sun et al., 

2015) y arroz (Wakuta et al., 2010). A pesar de que se reportan múltiples investigaciones 

realizadas con 𝛽-glucosidasas, la literatura no indica que estas enzimas sean inestables al 

trabajarlas bajo condiciones de laboratorio (Jeng et al., 2011; Uchiyama et al., 2015;). Por el 

contrario, se han reportado 𝛽-glucosidasas con una termoestabilidad media de 60 °C por 24 

h en Anoxybacillus sp. DT3-1 (Chan et al., 2016) y 70 °C por 35 min en Rhizomucor miehei 

NRRL 5282 (Krisch et al., 2012). Sin embargo, Lee y colaboradores (2012) reportan un 

decrecimiento rápido durante los primeros 10 minutos en la actividad enzimática de una  

𝛽-glucosidasa aislada a parir de la bacteria Weisella cibaria hasta un decrecimiento gradual 

de alrededor del 30 % al cabo de 60 minutos tras incubarlas entre 40 y 50 °C.  

Las 𝛽-glucosidasas se encuentran prácticamente en todos los dominios de la vida, 

desempeñando roles de diversa naturaleza, por ejemplo, en el metabolismo exógeno de 

glucósidos y glicolípidos en animales, lignificación de la pared celular vegetal, conversión 

de 𝛽-glucan de la pared celular vegetal, activación de fitohormonas, liberación de 

compuestos aromáticos en plantas y en la bioconversión de biomasa mediada por 

microorganismos (Singhania et al., 2017). Dada esta capacidad de cortar y sintetizar el enlace 

glicosídico, las 𝛽-glucosidasas han recibido principal atención por sus aplicaciones en el 

sector agrícola e industrial (Cairns y Esen, 2010).  
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Las aplicaciones biotecnológicas asociadas al uso de estas enzimas son variadas e involucran 

desde la hidrólisis de glucósidos isoflavonoides (Kuo et al., 2006) y la mejora de las 

propiedades organolépticas en jugos a partir de precursores glucosídicos (Keerti et al., 2014) 

hasta la conversión de etanol a partir de biomasa vegetal (Li et al., 2014), entre otros. En 

décadas recientes, las 𝛽-glucosidasas han sido objeto de múltiples estudios y de interés dentro 

de programas de producción de biocombustibles a partir de biomasa vegetal (dentro de 

conceptos de biorrefinerías), tras considerarse componentes claves que afectan el 

rendimiento del proceso (Singhania et al., 2017). 

De forma interesante, muchos de los microorganismos que albergan estas enzimas 

hidrolíticas se han adaptado para colonizar nichos ecológicos diversos con condiciones 

adversas respecto a disponibilidad de nutrientes. Por ejemplo, las termitas demuestran cómo 

los microorganismos intestinales colaboran en la degradación de materiales lignocelulolíticos 

de manera que faciliten la extracción de nutrientes necesarios en su dieta (Brune y Friedrich, 

2000). Por otro lado, se conoce la presencia de arqueas hipertermófilas con capacidad de 

degradar material celulósico en ambientes extremos como fluidos o sedimentos volcánicos 

(Suleiman et al., 2018). 

1.3 Extremoenzimas y aplicaciones en biorrefinerías 

 
Los microorganismos extremófilos son aquellos organismos capaces de vivir y adaptarse a 

condiciones ambientales extremas, por ejemplo, altas presiones (aquellos que crecen a >500 

atmósferas), acidez o alcalinidad (acidófilos pH < 4, alcalófilos pH > 8), alta salinidad 

(halofílicos 2-5 M NaCl o KCl), alta radiación (radiófilos que toleran radiación ultravioleta 

> 600 J/m2), presencia de altas concentraciones de metales pesados (metalofílicos p.e. cobre, 

zinc, arsénico, cadmio), bajas temperaturas (psicrófilos entre -2°C a 20 °C), altas 

temperaturas (termófilos entre 55 °C – 121 °C), entre otros (Dumorné et al., 2017). Dentro 

de estos, los microorganismos termofílicos han sido divididos en dos grupos: termófilos 

(temperatura óptima de crecimiento se encuentra entre 60-80 °C) e hipertermófilos 

(temperatura óptima de crecimiento superior a 80 °C) (Cabrera et al., 2018). Su distribución 

es mundial y se pueden encontrar tanto en ambientes marinos como terrestres. Este tipo de 

microorganismos se encuentran presentes en ambientes geotermales terrestres (p.e. Parque 

Nacional Yellowstone en los Estados Unidos de América), áreas volcánicas (p.e. sulfataras, 
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geysers) y respiraderos hidrotermales submarinos (p.e. Isla Vulcano en Italia) (Mehta y 

Satyanarayana, 2013). Los hipertermófilos se encuentran mayoritariamente representados 

por microorganismos del dominio Archaea, sin embargo, existen bacterias (p.e. Thermotoga 

sp., Aquifex sp., Thermus sp.) que forman parte de este grupo, así como de los termófilos. 

Microorganismos eucariotas reportados a la fecha (p.e. hongos, algas, protozoarios) crecen 

hasta temperaturas máximas entre los 55-62 °C (Mehta y Satyanarayana, 2013). La arquea 

Methanopyrus kandleri es, hasta la actualidad, el microorganismo con la capacidad de 

sobrevivir a la temperatura más alta reportada (122 °C) bajo 200 bares de presión (Elleuche 

et al., 2014). 

Biocatalizadores producidos por estos microorganismos son llamados extremoenzimas. Este 

tipo de enzimas son capaces de catalizar reacciones en condiciones extremas como a 

temperaturas de hasta 140 °C o cercanas al punto de congelamiento del agua, a pH extremos, 

en mezclas agua/solvente y a altas presiones (Elleuche et al., 2014). Adicionalmente, en 

comparación con enzimas mesofílicas, las extremoenzimas son más estables en presencia de 

detergentes, metales pesados y solventes orgánicos (Elleuche y Antranikian, 2013). Estas 

cualidades hacen de las extremoenzimas excelentes candidatas para llevar a cabo procesos 

industriales en condiciones extremas que permitan reemplazar o suplementar los procesos 

químicos convencionales y así fortalecer la idea de una bioeconomía (Dumorné et al., 2017, 

Elleuche et al., 2014). 

1.4 Fuentes naturales de enzimas celulolíticas: Escarabajos pasálidos de Costa Rica y 

la Isla Vulcano en Italia.  

 
La riqueza de ambientes que proporciona el planeta Tierra, así como los avances en los 

enfoques metagenómicos brindan a la comunidad científica la posibilidad de ampliar la 

exploración en la búsqueda de nuevas enzimas, incluidas aquellas con actividad celulolítica. 

El microhábitat de intestinos de escarabajos pasálidos y fuentes marinas de respiraderos 

hidrotermales de la Isla Vulcano constituyen dos ambientes poco descritos para la 

bioprospección de este tipo de enzimas. A continuación, se describen características 

asociadas a estos dos ambientes que las convierte en objeto de esta investigación con miras 

a la obtención de enzimas 𝛽-glucosidasas. 
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Los insectos son uno de los grupos con mayor diversidad y adaptabilidad que se encuentran 

en la naturaleza. Entre estos, los coleópteros, comúnmente llamados escarabajos, representan 

alrededor del 45 % de todos los insectos, con 400 000 especies y 178 familias descritas en 

todo el mundo, de las cuales Costa Rica alberga alrededor de 35 000 especies. Los 

escarabajos colonizan múltiples hábitats terrestres y acuáticos, por lo que es común 

visualizarlos bajo las piedras, en las copas de los árboles, en troncos caídos (a lo interno, 

debajo o encima), hojarasca en los suelos, flores, frutos, follaje y tallos (Solís, 2002). Su dieta 

es variable y trazable según la familia o subfamilia a la que pertenezcan. En su mayoría, los 

coleópteros se alimentan de diferentes estructuras vegetales como raíces, tallos, follajes, 

flores, polen, frutos o semillas. También existen escarabajos depredadores cuya dieta se basa 

en insectos u organismos pequeños, los hay fungívoros cuyo alimento consiste en hongos 

asociados a materiales en descomposición y finalmente aquellos que se alimentan de materia 

orgánica en proceso de descomposición (saproxilófagos), ya sea de fuente animal o vegetal, 

como por ejemplo carroña, excrementos, hojas muertas, frutos descompuestos y madera 

podrida (Solís, 2002). Dentro de estos insectos con alimentación saproxilófaga, encontramos 

a escarabajos de las familias Passalidae, Scarabaeidae, Tenebrionidae, Cerambycidae, 

Brentidae, Buprestidae, Curculionidae, Nitidulidae, Oedemeridae y Silphidae (Solís, 2002). 

La familia Passalidae, desde una perspectiva taxonómica, se encuentra ubicada en el 

suborden Polyphaga, superfamilia Scarabaeoidea. Passalidae cuenta con cinco subfamilias: 

Passalinae, Proculinae, Aulacocyclinae, Macrolininae y Solenocyclinae. Las primeras dos 

están distribuidas exclusivamente en América, mientras que las restantes se encuentran en 

Asia, África y Australia (Urbina et al., 2013). Las especies neotropicales se enmarcan en las 

tribus Proculini y Passalini (Amat et al., 2004). Su distribución es pantropical y de las 650 

especies descritas en esta familia, poco más del 50 % son americanas (Jiménez y Reyes, 

2014).  

Los representantes de esta familia son insectos que se caracterizan por poseer una 

metamorfosis completa al presentar cuatro estados de desarrollo (holometábolo) claramente 

definidos: embrión, larva, pupa y adulto. En la naturaleza suelen habitar troncos húmedos en 

proceso de descomposición en los cuales construyen túneles o galerías donde los miembros 

de la colonia habitan. Inclusive, en estas aberturas pueden coexistir dos o tres generaciones 

de escarabajos (Schuster, 1994). Los miembros de esta familia son escarabajos subsociales, 
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es decir, los adultos cuidan y facilitan la alimentación de las larvas tras suministrarles madera 

desmenuzada (Jimenez y Reyes, 2014). Al momento en que las larvas alcancen un estado de 

desarrollo que les permita pasar al estado de pupa, el adulto les construirá una cobertura que 

será utilizado como fuente de alimento en las primeras etapas del juvenil. Esta nueva 

generación de adultos jóvenes que emergen de las pupas colaborará en la alimentación de 

otras larvas, el cuido de pupas y huevos de la próxima generación (Hanson y Nishida, 2016). 

Aun cuando estos insectos comparten características tales como que los miembros adultos de 

la colonia pertenecen a dos o más generaciones que se traslapan y que cuidan de los estadíos 

tempranos (huevo, larvas y pupa), estos insectos no se consideran organismos eusociales 

debido a que no hay una separación reproductiva de los miembros de la colonia, es decir, no 

existen castas especializadas para fines reproductivos o no reproductivos (Wilson y 

Hölldobler, 2005) 

El intestino de coleópteros constituye un ambiente con una gran diversidad de 

microorganismos residentes y no residentes, entre estos, bacterias, arqueas y hongos que 

puede alcanzar una densidad microbiana entre 109-1011 células/mL (Warnecke et al., 2007). 

Tanto la plasticidad genética, así como la capacidad de síntesis de múltiples enzimas son dos 

características que le confieren a la microbiota intestinal la habilidad de establecer relaciones 

simbióticas exitosas en este microambiente (Vargas et al., 2014). Investigaciones recientes 

sugieren que la microbiota intestinal es clave para el éxito ecológico de los pasálidos. La 

microbiota intestinal en estos escarabajos es adquirida a partir del alimento que ingieren los 

adultos y transmitida verticalmente desde los padres hacia su descendencia (Vargas et al., 

2014). Este alimento puede ser una mezcla de madera digerida con heces, el cual será 

suministrado a larvas y juveniles. Interesantemente, se ha demostrado que las larvas no logran 

sobrevivir sin el cuidado de los adultos, a pesar de recibir como fuente de alimento madera 

descompuesta y pulverizada en condiciones de esterilidad. Lo anterior sugiere que la 

microbiota transferida es indispensable para la degradación del alimento y, por ende, para el 

desarrollo adecuado de los escarabajos que se alimentan de este material recalcitrante (Urbina 

et al., 2013). 

La actividad enzimática xilanasa y pectinasa a partir de microrganismos del intestino de 

coleópteros también ha sido reportada (Park et al., 2007), sugiriendo alternativas potenciales 

para la hidrólisis de biomasa vegetal en microhábitats poco explorados. Recientemente, 
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Vargas y colaboradores (2014) lograron determinar mediante técnicas cualitativas y 

semicualitativas la actividad lignocelulolítica a partir de la fracción cultivable de 

microorganismos presentes en el intestino de larvas y adultos de escarabajos de la familia 

Passalidae de zonas protegidas de Costa Rica.  

La otra fuente de posibles celulasas utilizada en el presente trabajo es la Isla Vulcano. Este 

es un sitio interesante para realizar la búsqueda de β-glucosidasas ya que posee ambientes 

ácidos, altas temperaturas y una biodiversidad microbiana con capacidad de degradar 

compuestos orgánicos, todas características compatibles con aplicaciones en biorrefinerías. 

La Isla Vulcano es una de siete islas volcánicas activas en el archipiélago Eolias, en el mar 

Tirreno, al norte de la costa de Sicilia, Italia. Su actividad volcánica se ha enfocado 

principalmente en dos puntos: Las fumarolas cerca del cráter La Fossa (temperaturas de  

700 °C) y en respiraderos submarinos y subaerios en la Baia di Levante (temperaturas de  

100 °C) (Rogers et al., 2005). Amend y colaboradores (2003) señalan que los compuestos 

liberados en las fumarolas se caracterizan por la presencia mayoritaria de CO2 así como 

concentraciones significativas de HCl, SO2, H2S, HF y CO. Este mismo autor indica que la 

composición de las emisiones de fluidos hidrotermales en la Baia di Levante se caracterizan 

por una mayor concentración de CH4 y H2S en comparación con las fumarolas, 

concentraciones más bajas de CO y la ausencia de SO2. Además, diversos reportes indican la 

presencia de aminoácidos, aldosas y ácidos orgánicos de cadena corta en fluidos geotermales 

provenientes de diferentes nichos de la Isla Vulcano (Rusch et al., 2005). 

La Isla Vulcano ha sido el foco de múltiples estudios asociados a microorganismos 

hipertermófilos, por lo que a partir de muestras obtenidas en sus ecosistemas se ha logrado 

describir 10 de 25 géneros de hipertermófilos cultivables reportados a nivel mundial (Amend 

et al., 2003). La versatilidad metabólica ha sido una característica de los microorganismos 

que habitan fluidos y sedimentos de estos nichos. Los hipertermófilos aislados son 

predominantemente heterótrofos obligados (p.e. Pyrococcus furiosus), es decir, requieren de 

fuentes de carbohidratos complejos o proteínas como fuente de carbono y algunos autótrofos 

que requieren de CO2 para su crecimiento (Adams y Kelly, 1995). Otros han mostrado la 

habilidad de reducir azufre elemental y sulfato para su crecimiento, así como la capacidad de 

producir metano (Adams y Kelly, 1995). Algunos organismos interesantes aislados de los 

sistemas hidrotermales de la Isla Vulcano incluyen a Ferroglobus placidus, primera arquea 
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hipertermófila anaerobia descrita como capaz de oxidar el hierro (Hafenbradl et al., 1996), 

Archaeoglobus fulgidus, el único hipertermófilo marino descrito que reduce sulfato (Stetter, 

1988), las bacterias hipertemófilas Aquifex aeolicus y Thermotoga marítima, las 

euriarqueotas Archaeglobus fulgidus y  Palaeococcus helgesonii y las crenarqueotas 

Pyrodictium occultum y Staphylothermus marinus (Amend et al., 2003). 

Recientemente, Antranikian y colaboradores (2017) emplearon un enfoque metagenómico y 

utilizaron geles de gradiente desnaturalizante (DGGE) para analizar la diversidad bacteriana 

y de arqueas presente en respiraderos hidrotermales superficiales de la Isla Vulcano. Además, 

mediante un enfoque simple y creativo forzaron a las comunidades microbianas anaerobias 

a alimentarse a partir de diferentes polisacáridos (p.e. almidón y celulosa) y determinar así 

cuáles grupos estaban asumiendo un rol protagónico en la degradación de estos. A partir de 

este trabajo, recientemente se descubrió la primera endoglucanasa recombinante con la 

temperatura óptima más alta reportada hasta la fecha (115 °C), además con termoestabilidad 

y tolerancia a valores de pH ácidos (Suleiman et al., 2018). Esta enzima, asociada a arqueas 

hipertermófilas del orden Thermococcales y Desulfurococcales, fue extraída de 

metagenomas secuenciados de cultivos anaerobios enriquecidos provenientes de la Isla 

Vulcano.  

1.5 Enfoque metagenómico para la obtención de enzimas celulolíticas. 

 

Tradicionalmente el estudio de microorganismos ha sido delimitado a la fracción de especies 

capaces de crecer bajo las condiciones de laboratorio. Actualmente sabemos que más del 98 

% de los microorganismos no se pueden cultivar en medios microbiológicos sintéticos y bajo 

condiciones no naturales (Johnson et al., 2017). Dada la necesidad por conocer qué ocurre 

en este gran porcentaje de microbios no cultivables, Handelsman y colaboradores (1998) 

introdujeron el concepto de “metagenómica”, el cual se asocia al análisis funcional basado 

en secuencias de ADN provenientes de los genomas de microorganismos contenidos en una 

muestra ambiental obtenida de un sitio específico. Este enfoque independiente de cultivos 

puros hace posible el estudio de una gran variedad de muestras y brinda la posibilidad de 

estudiar el ADN de toda una comunidad microbiana (Martínez et al., 2017).  

De igual manera, los métodos convencionales de prospección de enzimas lignocelulolíticas 

se han limitado a la fracción de microorganismos cultivables, no obstante, las nuevas 



16 
 

 

tecnologías de secuenciación, así como las herramientas bioinformáticas han permitido 

ampliar no solo el espectro de microorganismos candidatos sino de nuevas secuencias de 

ADN asociadas a enzimas potenciales. Las estrategias de tamizaje para la búsqueda de 

enzimas a partir de librerías metagenómicas se han centrado en dos grandes enfoques: uno 

basado en secuencias y el otro basado en la expresión de secuencias grandes en sistemas 

heterólogos y la detección de actividad enzimática (Kurosawa, 2013). Este autor define a la 

primera como la estrategia enfocada en la identificación de secuencias 

(aminoácidos/nucleótidos) asociadas a motivos conservados que tras el diseño de 

imprimadores específicos permitirá la amplificación parcial de genes asociados a enzimas 

mediante técnicas de PCR. Posteriores técnicas (p.e. “genomic walking”) permitirán la 

obtención de los genes completos. En otra variante dentro de esta misma estrategia, se han 

utilizado metagenomas completos/parciales para buscar secuencias de genes asociadas a 

enzimas según regiones homólogas. La segunda estrategia requiere el uso de plásmidos, 

fagómidos, cósmidos, fósmidos como vectores que albergan posibles genes asociados a las 

enzimas de interés y que serán detectados por reacciones colorimétricas (p.e. esculina) 

(Kurosawa, 2013). 

En la literatura reciente se plantea que el área de metagenómica funcional es útil para la 

búsqueda de enzimas novedosas. El descubrimiento de nuevas enzimas celulolíticas a partir 

de nichos específicos en donde previamente no existían formas de explorarlas es hoy factible 

técnicamente y propone nuevos retos a la comunidad científica. Ejemplos exitosos 

relacionados con la bioprospección de enzimas celulolíticas a partir de análisis 

metagenómicos son: el aislamiento de una endoglucanasa no específica a partir del 

metagenoma de la microbiota del rumen de cabra (Cheng et al., 2016), la obtención de una 

endoglucanasa halotolerante y activa a bajas temperaturas a partir del metagenoma de 

microorganismos asociados al alga marina Ascophyllum nodosum (Martin et al., 2014) y el 

aislamiento de una β-glucosidasa tolerante a la glucosa obtenida de metagenomas de Kusaya, 

alimento fermentado tradicional de Japón (Uchiyama et al., 2015). 

En el presente trabajo, se realizó la búsqueda de enzimas β-glucosidasas a partir de dos 

metagenomas provenientes de dos ambientes diferentes: intestinos y galerías de escarabajos 

pasálidos y respiraderos hidrotermales de la Isla Vulcano. A partir del primer ambiente se 

realizó una estrategia en la que a partir de secuencias asociadas a enzimas putativas  
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β-glucosidasa se sintetizaron los genes y se intentaron expresar de manera heteróloga. Con 

el segundo ambiente, se seleccionaron secuencias putativas asociadas a β-glucosidasas, se 

intentaron extraer a partir del ADN de muestras ambientales hasta obtener el gen bgav1. La 

enzima recombinante Bgav1 fue debidamente expresada y purificada, permitiendo así la 

caracterización de varios parámetros bioquímicos de interés, entre ellos, la temperatura y pH 

óptimos, estabilidad térmica y de pH, influencia de sales metálicas, aditivos, detergentes y 

solventes orgánicos, tolerancia a la glucosa y parámetros cinéticos. El perfil de la  

β-glucosidasa Bgav1 posee características interesantes para ser empleada en aplicaciones 

biotecnológicas vinculadas a biorrefinerías. 
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2. Objetivo general 

 

Obtener mediante herramientas bioinformáticas secuencias asociadas a genes que codifican 

β-glucosidasas putativas a partir de los metagenomas de ambientes naturales que permitan la 

caracterización bioquímica de una enzima recombinante con actividad β-glucosidasa para 

posibles aplicaciones en biorrefinerías. 

3. Objetivos específicos 

 

1. Obtener a partir de los metagenomas de las galerías, intestinos de larvas o adultos de 

pasálidos y respiraderos hidrotermales de la Isla Vulcano, al menos tres secuencias de ADN 

asociadas a enzimas con actividad β-glucosidasa. 

2. Expresar heterologamente al menos una enzima β-glucosidasa funcional obtenida a partir 

de los metagenomas de fuentes naturales. 

3. Determinar los parámetros bioquímicos más significativos en la enzima β-glucosidasa 

recombinante obtenida.  
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4. Materiales y métodos 

4.1 Análisis bioinformáticos 

 

4.1.1 Selección de secuencias con potencial actividad β-glucosidasa a partir de 

metagenomas de escarabajos de la familia Passalidae 

 

Se emplearon los metagenomas de intestinos de larvas, adultos y galerías de escarabajos 

pasálidos (Veturius sinuatocollis) que se encuentran disponibles y con acceso público en el 

sistema en línea de Genomas Microbianos Integrados (IMG, https://img.jgi.dop.gov). Las 

muestras fueron colectadas el 22/11/2010 en el Parque Nacional Braulio Carillo (sector de 

Quebrada González), Costa Rica. Los metagenomas fueron secuenciados con tecnología 

Illumina HiSeq 2000. Los metagenomas fueron obtenidos en el marco del proyecto 

“Descubrimiento de agentes terapéuticos potenciales y materiales bioenergéticos a partir de 

productos naturales de la biodiversidad costarricense” el cual buscaba la extracción de 

productos naturales, el descubrimiento de nuevos antibióticos y enzimas capaces de degradar 

celulosa. Dicho proyecto se estableció bajo una colaboración entre el Instituto Nacional de 

Biodiversidad (INBio), la Universidad de Costa Rica (UCR), la Universidad de Michigan, la 

Universidad de Harvard y el Instituto de Genomas Integrados (Joint Genome Institue). 

A través de la base de datos de proteínas COG (Cluster of Orthologous Groups) se analizó la 

presencia de dominios proteicos “β-glucosidasa” a partir de cinco metagenomas de intestinos 

de larvas individuales (IMG Genome ID: 3300000114, IMG Genome ID: 2225789003, IMG 

Genome ID: 2225789004, IMG Genome ID: 3300000062, IMG Genome ID: 3300000838), 

un metagenoma de intestinos de adulto proveniente de un pool de dos adultos (IMG Genome 

ID: 3300000836) y un metagenoma de galerías proveniente de un pool de dos troncos de 

madera (IMG Genome ID: 3300000036). La búsqueda se hizo empleando la palabra  

“β-glucosidase”. La herramienta COG consiste en una base de datos que clasifica las 

proteínas a partir de genomas secuenciados (bacterias, arqueas y eucariotas) basado en el 

concepto de genes ortolólogos, es decir, genes presentes en diferentes especies que derivan 

de un ancestro común (Tatusov et al., 2000). 

Las secuencias proteicas identificadas como posibles “β-glucosidasas” se asociaron a un 

determinado grupo COG. Se seleccionó el grupo COG que mejor se ajustó a las 

https://img.jgi.dop.gov/
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características de las enzimas en cuestión. Además, se realizó la normalización de las 

abundancias de cada grupo COG con el propósito de poder comparar cuáles secuencias se 

encontraban en mayor proporción según el tipo de microhábitat (galería, intestino de adulto 

o intestino de larvas). 

A partir de las secuencias putativas β-glucosidasas seleccionadas de cada microhábitat, se 

escogieron aquellas que codificaran para posibles proteínas con pesos moleculares de 45 kD 

± 20 % (aproximadamente 450 aminoácidos). El tamaño de las proteínas (kDa) se analizó 

con ayuda del programa bioinformático ExPASy (https://www.expasy.org). Las secuencias 

fueron analizadas por Protein BLAST. Los criterios de selección para las secuencias putativas 

β-glucosidasas se basaron en el porcentaje de identidad (< 60 %) y el valor-E (< 1.0 x 10-5). 

En este punto se estableció que se utilizarían solamente 53 secuencias putativas de  

β-glucosidasas asociadas a metagenomas intestinales de larvas pasálidos ya que a partir de 

las secuencias de intestinos de adultos pasálidos no hubo un porcentaje de identidad inferior 

a los encontrados en los metagenomas de intestinos de larvas. Además, las secuencias 

putativas de β-glucosidasas encontradas en galerías que presentaban un porcentaje de 

identidad bajo los criterios establecidos poseían una relación con la familia GH39 (asociadas 

a β-galactosidasa) la cual no se ha descrito para β-glucosidasas (Xia et al., 2016). 

Para verificar la presencia de dominios proteicos asociados a 53 enzimas potencialmente  

β-glucosidasas se procedió a utilizar la herramienta Pfam 

(https://pfam.xfam.org/search#tabview=tab1) la cual es una base de datos con múltiples 

dominios proteicos depositadas. El árbol filogenético se estimó con la herramienta de 

MrBayes (http://www.mrbayes.net) la cual permitió observar las relaciones filogenéticas de 

53 secuencias proteicas. Los criterios empleados en la construcción del árbol filogenético 

fueron los siguientes: un total de 2 x 106 generaciones (repeticiones) y una desviación 

estándar menor o igual a 0,02. El árbol filogenético permitió visualizar diferentes clados ya 

que se buscaban secuencias putativas asociadas a β-glucosidasas diferentes entre sí. En este 

punto, se seleccionaron ocho secuencias asociadas a β-glucosidasas basado en los porcentajes 

de identidad más bajos. Para constatar la taxonomía (p.e. dominio, filo, género) a la que se 

asocian las secuencias β-glucosidasas seleccionadas (ocho secuencias) se empleó el 

programa MEGAN. El porcentaje de identidad establecido en la base de datos COG y el 

porcentaje de alineamiento basado en la base de datos de Pfam permitieron confirmar los 

https://www.expasy.org/
https://pfam.xfam.org/search#tabview=tab1
http://www.mrbayes.net/
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resultados obtenidos contra el NCBI y Pfam, respectivamente. Para el reconocimiento de 

motivos catalíticos se utilizó la herramienta PROSITE (https://prosite.expasy.org/), 

empleando como referencia la enzima β-glucosidasa de Clostridium cellulovorans (Número 

de accesión en el GeneBank AAQ00997.1). El alineamiento de las secuencias seleccionadas 

y los controles (Clostridium cellulovorans y Trichoderma reesei (BAA74959.1) se realizó 

con el programa GUIDANCE (http://guidance.tau.ac.il/ver2/). Con esto se logró constatar la 

ausencia/presencia de motivos catalíticos claves y seleccionar cuatro de las ocho secuencias 

asociadas a enzimas β-glucosidasa putativas. 

La estructura terciaria de las proteínas putativas codificadas por las secuencias seleccionadas 

(cuatro secuencias) se realizó a través del programa informático I-TASSER 

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). Esta herramienta permitió no solo crear 

modelos de estructura terciaria contra enzimas de referencia (PDB) sino constatar la 

integridad de las proteínas. Un último alineamiento utilizando el programa “Clustal Omega” 

desde UniProt (https://www.uniprot.org/align/) permitió seleccionar tres de cuatro 

secuencias β-glucosidasa con las que se continuó en etapas posteriores en este trabajo. El 

criterio en este último alineamiento se basó en constatar que una de las secuencias estuviese 

completa. 

En resumen, una vez que se obtuvo preliminarmente secuencias asociadas a β-glucosidasas 

con tamaños aproximados a los 45 kDa, similitudes menores al 60 % contra enzimas 

conocidas, dominios proteicos asociados, los criterios de selección para las secuencias 

candidatas siguieron el siguiente orden: 1- Origen filogenético, 2- Tamaño de la proteína, 3- 

Alineamiento de motivos catalíticos, 4- Análisis de estructura terciaria y 5- Secuencia 

completa mediante un alineamiento final. 

 

4.1.2 Diseño de genes que codifican β-glucosidasas a partir de metagenomas de 

pasálidos 

 

Las tres secuencias de ADN seleccionadas a partir de los metagenomas de pasálidos fueron 

analizadas por diferentes herramientas bioinformáticas, con el fin de verificar que tuviesen 

una estructura de gen procariota. Se utilizó la herramienta de RBS Calculator v2.0 

(https://salislab.net/software/) para evaluar la presencia de codones de iniciación y de la 

https://prosite.expasy.org/
http://guidance.tau.ac.il/ver2/
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
https://www.uniprot.org/align/
https://salislab.net/software/
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región Shine-Dalgarno. La presencia de péptidos señal se evaluó mediante la herramienta 

SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). 

Los tres genes seleccionados que codifican β-glucosidasas putativas (bgap1, bgap2 y bgap3) 

fueron sujetos a modificaciones para mejorar las posibilidades de ser expresados de manera 

heteróloga, las cuales se detallan en la Figura 4. La cola de histidinas en el extremo  

C-terminal de cada gen es aportada por el plásmido pET28a. Una modificación hecha a todas 

las secuencias fue la adición de un sitio TEV. La adición de un sitio TEV dentro de las 

secuencias obedeció fundamentalmente a la posibilidad de eliminar la cola de histidina 

(Esposito et al., 2006). 

Para la selección de las enzimas de restricción que flanquean los constructos se utilizó la 

herramienta Benchling (https://benchling.com/). Posteriormente, la optimización de codones 

se llevó a cabo empleando la herramienta del IDT (Integrated DNA technologies) 

http://www.idtdna.com/CodonOpt. La optimización de codones se realizó para permitir la 

expresión heteróloga en E. coli. 

Finalmente, la síntesis de los tres genes se realizó a través de la compañía Integrated DNA 

technologies (IDT) (https://www.idtdna.com/site). Los genes fueron solicitados dentro de 

plásmidos pUC AmpR. Los plásmidos pUC se caracterizan por su alto número de copias  

(30-50) y por presentar tamaños pequeños (2700 pb aproximadamente) (Snyder y 

Champness, 2007). 

La introducción del aminoácido glicina dentro del diseño de los genes bgap2 y bgap3 fue 

una estrategia empleada para ajustar el marco de lectura correcto sin ocasionar una afectación 

significativa en la estructura de la proteína (Figura 4). La glicina es el más pequeño de los 

aminoácidos, posee baja reactividad química y una alta flexibilidad debido a la carencia de 

cadenas laterales (Whitford, 2005). Posterior a este diseño las secuencias fueron sometidas a 

una optimización de codones basado en E. coli.  

 

 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
https://benchling.com/
http://www.idtdna.com/CodonOpt
https://www.idtdna.com/site
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Figura 4. Modificaciones a genes β-glucosidasa bgap1, bgap2 y bgap3. Las enzimas de 

restricción NcoI y XhoI fueron empleadas en los tres genes para posteriores reacciones de digestión y ligación. 

El sitio TEV fue incorporado dentro de las secuencias. 

4.1.3 Comparación de secuencias provenientes de metagenomas de la Isla Vulcano e 

intestinos de escarabajos pasálidos 

 

Ocho secuencias de ADN asociadas a β-glucosidasas fueron seleccionadas a partir de los 

metagenomas de ambientes extremos de la Isla Vulcano en Italia. Dicha labor fue realizada 

por personal del Instituto de Microbiología Técnica de la Universidad Técnica de Hamburgo 

(TUHH). Posteriormente, estas ocho secuencias junto con las tres secuencias provenientes 

de los metagenomas de intestinos de escarabajos pasálidos (seleccionadas en el punto 4.1.1) 

fueron comparadas una a una empleando la herramienta BLAST (tblastn). El análisis se basó 

en los porcentajes de identidad asociados permitiendo observar cuan similares serían las 

secuencias entre ellas.  

 

4.1.4 Selección de secuencias con potencial actividad β-glucosidasa presentes en 

metagenomas de ambientes extremos de la Isla Vulcano 

 

Para determinar los porcentajes de identidad asociados a las ocho secuencias se utilizó la 

base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information) tras emplear la 
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herramienta blastx. La presencia de péptidos señal en las secuencias se evaluó a través de la 

herramienta SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Para el alineamiento de 

motivos catalíticos se utilizó la herramienta GUIDANCE (http://guidance.tau.ac.il/ver2/). 

Mediante la herramienta “Blast” empleada desde la base de datos UniProt 

(https://www.uniprot.org/), se analizó la asociación taxonómica de las secuencias putativas 

asociadas a β-glucosidasas provenientes de los metagenomas de la Isla Vulcano. Finalmente 

se seleccionaron cinco secuencias que cumplieran con los porcentajes de identidad más bajos 

ya que se buscaban enzimas cuyas secuencias de aminoácidos fuesen lo más diferentes 

posible a lo reportado en el NCBI.  

4.2 Técnicas de biología molecular empleadas para el clonaje de genes β-glucosidasa 

 

4.2.1 Aislamiento de plásmidos 

 

El aislamiento de los diferentes plásmidos para el clonaje y secuenciación se realizó 

empleando el protocolo recomendado por Thermo Scientific (GeneJETTM Plasmid Miniprep 

Kit). La etapa de elución se efectuó con agua ultrapura (Milli-Q). 

 

4.2.2 Cuantificación de ADN 

 

Cuando requerido, la cuantificación de ADN se realizó empleando el equipo NanoDrop 2000 

(Thermo Scientific). Para ello, de utilizaron 1,5 µL de muestra para cada medición.  

 

4.2.3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

 

Para constatar la adecuada inserción de los genes bgap1, bgap2 y bgap3 en la etapa del 

clonaje (pET28a) se empleó un PCR convencional o de colonia (Mullis et al., 1986; 

Banaganapalli et al., 2019). La reacción de PCR se llevó a cabo con Taq Buffer + NH4SO4  

1 X, dNTPs 0,2 mM cada uno, MgCl2 2 mM, imprimadores 0,5 µM, Taq polimerasa 4 U 

(Thermo Scientific) y 200 ng de ADN o una colonia de E. coli. El volumen total de reacción 

(20 μL) se completó con agua desionizada estéril. 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://guidance.tau.ac.il/ver2/
https://www.uniprot.org/
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La programación del termociclador (Biometra, Modelo T3) utilizado se muestra a 

continuación: 
 

Etapa del ciclo Temperatura Tiempo 

Desnaturalización inicial 94 °C 5 min 

Desnaturalización 94 °C 1 min 

Hibridación de los imprimadores *55 °C 1 min 

Extensión 72 °C 1.5 min 

Extensión final 72 °C 10 min 

Enfriamiento 4 °C Indefinido 
 

*La temperatura de hibridación empleada fue de 55 °C 

 

Para la amplificación de los genes asociados a la Isla Vulcano a partir de los metagenomas 

correspondientes, la PCR se llevó a cabo con el kit Phusion High-Fidelity DNA polymerase 

(Thermo Scientific) de la siguiente manera: Buffer Phusion HF 1 X, dNTPs 0,2 mM cada 

uno, DMSO 3 %, imprimadores 0,2 µM, polimerasa Phusion 0,4 U (Thermo Scientific) y  

5 µL (diluido 1:10) de ADN. El volumen total de reacción (50 μL) se completó con agua 

desionizada estéril.  

El ADN utilizado en esta etapa fue extraído a partir de muestras tomadas de sedimentos y 

agua presentes en respiraderos hidrotermales de la Isla Vulcano en Italia (38°24′59.5″N 

14°57′39.1″E) (Antranikian et al., 2017). Tanto el muestreo ambiental como la extracción 

del ADN fue realizado y proporcionado, respectivamente, por el personal del Instituto de 

Microbiología Técnica de la TUHH (ver sección de Anexos). 

La programación del termociclador (Biometra, Modelo T3) empleado se muestra a 

continuación: 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

* La temperatura de hibridación de los imprimadores varió de la siguiente manera: Genes bgav5 y bgav6 55 

°C, gen bgav1 60 °C y genes bgav4 y bgav8 65 °C. 

 

Etapa del ciclo Temperatura Tiempo 

Desnaturalización inicial 98 °C 1 min 

Desnaturalización 98 °C 20 s 

Hibridación de los imprimadores * 30 s 

   Extensión 72 °C 30 s 

Extensión final 72 °C 7 min 

Enfriamiento 10 °C Indefinido 

30 ciclos 

1 ciclo 

1 ciclo 

30 ciclos 

1 ciclo 

1 ciclo 
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4.2.4 Diseño de imprimadores 

 

Los cinco imprimadores diseñados para reconocer los genes β-glucosidasa de pasálidos 

fueron utilizados para verificar la adecuada inserción de estos dentro del plásmido pET28a. 

Los imprimadores universales T7/lacO (F) y T7 Terminator (R) fueron empleados para 

análisis de secuenciación. El imprimador T7/lacO (F) también fue usado para detectar por 

PCR la adecuada inserción de cada gen en pET28a. Los restantes tres oligonucleótidos se 

diseñaron basados en las tres secuencias seleccionadas. La formación de estructuras 

secundarias fue analizada para evitar su presencia durante la reacción de PCR con la 

herramienta OligoAnalyzer. Los tamaños de los oligonucleótidos oscilaron entre 20 y 26 

nucleótidos. 

Los imprimadores diseñados para genes β-glucosidasa provenientes de la Isla Vulcano se 

basaron en las cinco secuencias seleccionadas. Hacia los extremos de los imprimadores se 

adicionaron sitios de restricción específicos. La formación de estructuras secundarias fue 

analizada para evitar su presencia durante la reacción de PCR. Los tamaños de los 

oligonucleótidos oscilaron entre 26 y 32 nucleótidos. 

La estrategia para intentar introducir los genes obtenidos de pasálidos desde pET28a a  

pQE-80L requirió el diseño de otro grupo de imprimadores. Hacia los extremos de estos se 

adicionaron sitios de restricción específicos. La formación de estructuras secundarias fue 

analizada para evitar su presencia durante la reacción de PCR. Los tamaños de los 

oligonucleótidos oscilaron entre 20 y 26 nucleótidos. 

Los imprimadores fueron adquiridos a través de las empresas Sigma-Aldrich y Eurofins 

(https://www.eurofins.com/). La lista de imprimadores utilizada en este trabajo se muestra 

en el Cuadro 2. 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.eurofins.com/
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Cuadro 2. Lista de imprimadores empleados en el presente trabajo. 

Imprimador Secuencia (5’- 3’) Enzima Aplicación 
T7/lacO (F) CGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGC - Inserción y secuenciación de bgap1 

G1 (R) GCCGGCTAAACGAAGATGGTAG - Inserción de bgap1 (pET28a) 

T7/lacO (F) CGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGC - Inserción y secuenciación de bgap2 

G2 (R) TCCCAGGGTCCGGACTACTT - Inserción de bgap2 (pET28a) 

T7/lacO (F) CGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGC - Inserción y secuenciación de bgap3 

G3 (R) GTGATGTATTCACGTGCCAGGTG - Inserción de bgap3 (pET28a) 

BGAV1_for GGATCCGATAAAAAATTCCCAAGTAATT BamHI Amplificación e inserción de bgav1 

(pJET1.2/blunt/pQE-80L) BGAV1_rev CTGCAGCAAACCGTTGCTCTCTATTAC PstI 

BGAV4_for GGATCCACGCCGAAGAGCTCCCCA BamHI 
Amplificación de bgav4 

BGAV4_rev AAGCTTGCTCTCTCGTGCAAGGGC HindIII 

BGAV5_for GGATCCAGAATACCTAAGAACTTCATGCTTGG BamHI 
Amplificación de bgav5 

BGAV5_rev AAGCTTTGTTAAAACATCGATGTCGGCCAGG HindIII 

BGAV6_for GGATCCACTAAATTATCACTTCCTCAACATAGC BamHI 
Amplificación de bgav6 

BGAV6_rev AAGCTTTTTTATAATCAACATAAACTAAGCC HindIII 

BGAV8_for GCATGCTCAGTTTGTGTGGGAAAGTG SphI 
Amplificación de bgav8 

BGAV8_rev CTGCAGGGGTTTCAACTCTTCCTTC PstI 

BGAP1_for GCATGCGTGTACGCATTCGAATTT SphI Amplificación de bgap1 a partir de 

pET28a BGAP1_rev CTGCAGGTCAGTTCTGTACTTTTGCC PstI 

BGAP2_for GCATGCGGCAGCACATTCACGTTAAA SphI Amplificación de bgap2 a partir de 

pET28a BGAP2_rev AAGCTTGCGCAACTGGTAGCGTTC HindIII 

BGAP3_for GCATGCGGTCCGTTGGCACGCGAAAAA SphI Amplificación de bgap3 a partir de 

pET28a BGAP3_rev CTGCAGGCCGTGGTAACTTTCTGGAGCA PstI 

 

4.2.5 Electroforesis de ADN 

 

Para la visualización de fragmentos de ADN se emplearon geles de electroforesis con una 

concentración de agarosa al 1 % (m/v) disuelto en el buffer 1X de Tris-acetato-EDTA (TAE). 

Un total de 3 µL de Roti®-GelStain (Carl Roth GmbH & Co.) se disolvieron en 50 mL de 

gel para teñir los fragmentos de ADN. La cantidad (μL) de muestra (ADN) y buffer de carga 

(6X) se basó siempre en la relación 5:1, respectivamente.  

Salvo algunas excepciones (25 minutos y 90V), las condiciones de corrida usualmente 

utilizadas se basaron en un tiempo de 35 minutos y 100 V empleando el buffer TAE (1X). El 

marcador de peso molecular empleado fue el GeneRulerTM  1kb DNA Ladder (Thermo 

Scientific). Para visualizar los fragmentos de ADN (exposición a longitud de onda UV) se 

utilizó un trans-iluminador Gel Doc XR System (Bio-Rad). 

 

4.2.6 Reacciones de digestión enzimática  

 

Las enzimas de restricción permiten cortar el ADN en sitios de corte específicos. Esta técnica 

fue utilizada para cortar los plásmidos de clonaje y expresión (pUC, pET28a, pJET1.2/blunt 
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y pQE-80L) y así poder movilizar los genes de interés entre los plásmidos correspondientes. 

Las enzimas de restricción (Thermo Scientific) empleadas en este trabajo se muestran en el 

Cuadro 2. Además de estas enzimas de restricción, NcoI y XhoI (Fast Digest® Thermo 

Scientific) fueron empleadas para digerir los extremos de los genes de pasálidos (Figura 4).  

Se utilizó el buffer de reacción recomendado por el fabricante (Fast Digest buffer – 10 X). 

Los volúmenes de reacción utilizados con los plásmidos pUC y pET28a para clonar los genes 

derivados de metagenomas de pasálidos son los siguientes:  

Reactivo 
Volumen (1X) 

pUC pET28a 

ADN de plásmido 5-10 μL 5,5 μL 

Fast Digest XhoI 1 μL 1 μL 

Fast Digest NcoI 1 μL 1 μL 

Fast Digest buffer (10X) 2 μL 2 μL 

H2O (MilliQ) hasta 20 μL hasta 20 μL 

 

Las condiciones para estas reacciones de digestión fueron: 37 °C durante 10 min, seguido 

por 10 minutos a 80 °C para desnaturalizar las enzimas 

Un ejemplo de los volúmenes de reacción (30 μL) utilizado en la digestión con pJET1.2/blunt 

y pQE-80L para clonar bgav1 es el siguiente:  

Reactivo 
Volumen (1X) 

pJET1.2/blunt pQE-80L 

ADN de plásmido 20 μL 7,5 μL 

PstI (10 U/µL 3000 U) 3 μL (30 U) 3 μL (30 U) 

BamHI (10 U/µL 4000 U) 1,5 μL (15 U) 1,5 μL (15 U) 

Buffer BamHI (10X) 3 μL (1 X) 3 μL (1 X) 

H2O (MilliQ) hasta 30 μL hasta 30 μL 

 

Las condiciones para estas reacciones de digestión fueron 37 °C durante 3-3,5 h. 

Los fragmentos de ADN fueron visualizados posterior al tiempo de reacción mediante una 

electroforesis de ADN (ver sección 4.2.5). 

Para el caso de las digestiones efectuadas con los genes obtenidos a partir de pasálidos, con 

miras al clonaje en el sistema pJET1.2/blunt y pQE-80L, se incubó la reacción a 37 °C 

durante 3,5 h. Los volúmenes de reacción se muestran a continuación con el ejemplo para 

bgap1:  
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Reactivo Volumen (1X) 

ADN amplificado 20 μL 

SpHI (10 U/µL 2500 U) 1,5 μL (15 U) 

PstI (10 U/µL 3000 U) 3 μL (30 U) 

Buffer B (10X) 3 μL (1 X) 

H2O (MilliQ) 2,5 μL 

 

Los fragmentos de ADN fueron visualizados posterior al tiempo de reacción mediante una 

electroforesis de ADN (ver sección 4.2.5). 

 

4.2.7. Purificación de ADN 

 

En general, las purificaciones de ADN se realizaron a partir de los geles de agarosa y 

productos de PCR con miras a reacciones de ligación. 

Para los genes obtenidos de pasálidos se utilizó el kit Pure Link ™ (Invitrogen). Estas se 

realizaron en el Laboratorio de Biología Molecular del Centro Nacional de Innovaciones 

Biotecnológicas (CENIBiot). 

Las purificaciones de bgav1 y genes de pasálidos se realizaron con el protocolo GeneJet Gel 

Extraction (Thermo Scientific K06919) (extracciones geles de agarosa y productos de PCR). 

Estas se realizaron en el Instituto de Microbiología Técnica de la TUHH.  

 

4.2.8 Reacción de ligación enzimática 

 

La reacción de ligación se realizó con la ligasa T4 (Thermo Scientific) para reintroducir genes 

dentro de los diferentes vectores empleados en el presente trabajo. Las reacciones de ligación 

efectuadas con genes derivados del metagenoma intestinal de pasálidos se llevaron a cabo 

con 5 U de ligasa T4, en buffer ligasa T4 1 X y 17 µL de ADN (p.e. bgap1 + pET28a) hasta 

alcanzar un volumen final de 20 µL. Esta reacción se efectuó durante 1h a temperatura del 

laboratorio (21 °C), seguido por 10 minutos a 65 °C (degradación de ligasa T4).  

Para el caso de las reacciones de ligación con el plásmido pJET1.2/blunt, el protocolo 

utilizado se basó en el kit CloneJet PCR (Thermo Scientific #K1231) con algunas 

modificaciones. Una reacción de ligación (10 µL) se realizó con 2,5 U de ligasa T4, buffer 

de reacción 1 X, 1 µL de producto de PCR (sin purificar o purificado) y 0,5 µL de 
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pJET1.2/blunt. Esta reacción se llevó a cabo durante 5 min a temperatura del laboratorio  

(21 °C).  

Para llevar a cabo reacciones de ligación (17,4 µL) con el plásmido pQE-80L y bgav1 se 

utilizó 5 U de ligasa T4, buffer ligasa T4 0,2 X, 2 µL de pQE-80L y 14 µL del gen bgav1. 

Esta reacción se llevó a cabo durante16-18 h a temperatura del laboratorio (21 °C). 

 

4.2.9 Células quimiocompetentes 

 

Para preparar células quimiocompetentes se utilizó un tratamiento con CaCl2 (Das y Dash, 

2015). El protocolo se detalla en la sección de Anexos. 

 

4.2.10 Transformación bacteriana 

 
La introducción de plásmidos en células de E. coli se llevó cabo a partir de choques térmicos 

(Das y Dash, 2015). El protocolo seguido se muestra en la sección de Anexos. 

 

4.3 Estrategia de clonación para genes obtenidos de metagenomas de pasálidos y de la 

Isla Vulcano 

 

La síntesis de los genes bgap1, bgap2 y bgap3 (pasálidos) y su incorporación en los 

plásmidos pUC AmpR (subclonaje) se realizó a través de la empresa IDT. Estos plásmidos, 

junto con pET28a, fueron transformados en E. coli DH5α (ver sección 4.2.10). Esta cepa es 

ideal para obtener gran cantidad y calidad de plásmidos debido a que reduce las 

probabilidades de recombinación del ADN heterólogo (mutación de recA) así como la 

eliminación de la actividad de la endonucleasa I (mutación de endA). Estas nucleasas, 

comúnmente presentes entre proteobacterias, poseen la capacidad de degradar ARN y ADN 

(banda sencilla y plásmidos) de manera inespecífica (Altermark et al., 2007). 

Los plásmidos obtenidos fueron sometidos a una reacción de digestión-ligación, en donde se 

emplearon las enzimas de restricción NcoI y XhoI (Fast Digest® Thermo Scientific), así 

como la ligasa T4 (Thermo Scientific), respectivamente (ver secciones 4.2.6 y 4.2.8). Los 

genes fueron ligados al vector de expresión pET28a (ver sección 4.2.8). Finalmente, E. coli 
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BL21(DE3) se transformó con pET28a recombinante para la expresión heteróloga de las  

β-glucosidasas derivadas de metagenomas de pasálidos. La producción de proteínas 

recombinantes ha sido ampliamente reportada en E. coli BL21 (DE3) la cual cuenta con la 

ARN polimerasa T7 (controlada por el promotor lacUV5) del profago λDE3 incorporado a 

su cromosoma (Jeong et al., 2009). Además, esta cepa no produce las proteasas lon 

(citoplasmática) y ompT (membrana externa) las cuales degradarían las proteínas en las 

etapas de purificación (Grodberg y Dunn, 1988). Por su parte, los plásmidos pET (del inglés 

“Plasmid Expression T7”) poseen un promotor inducible fuerte (promotor T7) reconocidos 

por la ARN polimerasa T7 lo cual permitirá una síntesis del gen heterólogo en grandes 

cantidades (Snyder y Champness, 2007). El plásmido pET28a KanR posee regiones que 

codifican para colas de seis histidinas tanto en el extremo N-terminal como C-terminal. 

Para confirmar la adecuada inserción de los genes se realizó una digestión enzimática de 

pET28a recombinante con NcoI y XhoI (ver sección 4.2.6), seguido de un PCR de colonia 

con primers específicos asociados a cada gen (ver sección 4.2.3 y Cuadro 2) y la 

secuenciación de cada uno de los plásmidos recombinantes. Esta última prueba se contrató a 

la empresa Eurofins. 

La estrategia para el clonaje del gen bgav1 (derivado del metagenoma de Isla Vulcano) varió 

en las etapas iniciales con respecto a lo descrito anteriormente. Las muestras tomadas a partir 

de respiraderos hidrotermales (agua y sedimentos sumbmarinos) fueron tratadas en tres 

condiciones diferentes: 1) condición aerobia con resazurina (indicador de presencia de 

oxígeno) y sin los agentes reductores sulfuro de sodio y ditionito de sodio, 2) condición 

anaerobia con resazurina, sulfuro de sodio y ditionito de sodio) y 3) condición anaerobia y 

enriquecida con carboximetilcelulosa 0,5 % m/v. La condición anaerobia-enriquecida se 

inoculó en el laboratorio con muestras de la condición anaerobia en presencia de 

carboximetilcelulosa (Antranikian et al., 2017). 

El ADN obtenido de cada una de estas condiciones se utilizó como material inicial para 

amplificar los cinco genes seleccionados en la sección 4.1.4 con los respectivos 

imprimadores (Cuadro 2). El producto de PCR amplificado fue debidamente purificado 

previo a iniciar la etapa de subclonaje (ver sección 4.2.7). El gen bgav1 fue incorporado al 

vector pJET1.2/blunt (ver sección 4.5.8). Este plásmido posee un mecanismo de selección 

basado en un gen que codifica para una nucleasa capas de causar la muerte celular. Por 
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consiguiente, solo las células con los plásmidos recombinantes serán capaces de formar 

colonias. Este plásmido, junto con pQE-80L, fueron transformados en E. coli Nova Blue 

(Novagen) (ver sección 4.2.10).  

Los plásmidos obtenidos (pJET1.2/blunt ∷ bgav1 y pQE-80L) fueron sometidos a una 

reacción de digestión-ligación en donde se emplearon las enzimas de restricción BamHI y 

PstI (Thermo Scientific) (ver sección 4.2.6). El gen bgav1 fue ligado al vector de expresión 

pQE-80L (ver sección 4.2.8). Finalmente, E. coli BL21 (DE3) se transformó con pQE-80L 

recombinante para la expresión heteróloga de bgav1. El plásmido de expresión pQE-80L 

empleado con bgav1 posee una región promotora T5 reconocida preferiblemente por la ARN 

polimerasa T5. No obstante, su uso ha sido reportado con E. coli BL21 (DE3), sugiriendo 

una afinidad de la ARN polimerasa T7 con el promotor T5 (Beigi et al., 2012; Rathnasingh 

et al., 2012).  

Para corroborar la adecuada incorporación de bgav1 a pJET1.2/blunt y pQE-80L se realizó 

un PCR de colonias y una digestión enzimática con BamHI y PstI, respectivamente. 

4.4 Estrategias alternativas de clonación para genes obtenidos del metagenoma de 

pasálidos en el sistema pJET1.2/blunt y pQE-80L 

 

Esta estrategia se llevó a cabo para intentar transferir los genes de pasálidos insertos en 

pET28a, quien aporta una cola de seis histidinas en el extremo C-terminal de las enzimas, al 

vector de expresión pQE-80L, quién agrega una cola de seis histidinas en el extremo N-

terminal. 

 

4.4.1 Subclonaje en pJET1.2/blunt y posterior clonaje en pQE-80L 

 

La amplificación de los genes bgap1, bgap2 y bgap3 se realizó a partir de los plásmidos 

pET28a recombinantes. Para esto se utilizaron los primers descritos en la Cuadro 2. Los 

productos de PCR que amplificaron fueron purificados previo a iniciar la etapa de subclonaje 

(ver sección 4.2.7). Los genes fueron incorporados al vector pJET1.2/blunt (ver sección 

4.5.8). Posteriormente estos fueron transformados en E. coli Nova Blue (ver sección Anexos) 

y se verificó la presencia de los genes a través de un PCR de colonia (ver sección 4.2.3). Se 
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realizó una electroforesis de ADN (ver sección 4.2.6) para cada combinación de plásmido 

pJET1.2/blunt ∷ bgap1, bgap2 y bgap3. 

El gen bgap2 fue digerido a partir de pJET1.2/blunt. El gen asociado a bgap2 fue 

debidamente purificado (ver sección 4.2.7) previo a ser ligado al vector de expresión  

pQE-80L (ver sección 4.2.8).  

 

4.4.2 Extracción de genes bgap1, bgap2 y bgap3 a partir del gel de agarosa para el 

subclonaje en pJET1.2/blunt y posterior clonaje en pQE-80L 

 

Las bandas presentes en los geles de agarosa asociadas a bgap1, bgap2 y bgap3 fueron 

purificadas a partir del gel. Posteriormente, los genes fueron introducidos al vector 

pJET1.2/blunt (ver sección 4.5.8). Los plásmidos pJET1.2/blunt recombinantes fueron 

trasformados en E. coli Nova Blue (ver sección Anexos) y tras un PCR de colonia se verificó 

la presencia de estos (ver sección 4.2.3). Finalmente se realizó una electroforesis de ADN 

(ver sección 4.2.6) para cada combinación de plásmido pJET1.2/blunt ∷ bgap1, bgap2 y 

bgap3. 

 

4.4.3 Clonaje directo de genes (bgap1 y bgap3) en pQE-80L 

 
Los genes bgap1 y bgap2 fueron clonados directamente en pQE-80L. La estrategia buscaba 

evitar el subclonaje en pJET1.2/blunt. Los genes purificados (ver sección 4.4.2) fueron 

ligados a pQE-80L empleando el siguiente protocolo:   

 

Reactivo Volumen 

Genes extraídos de geles (bgap1/bgap3) 7 μL 

pQE-80L (bgap1/bgap3) 1,5 μL 

Buffer ligasa con ATP 1 μL 

Ligasa T4 0,5 μL 
 

Esta reacción de ligación (10 µL) se llevó a cabo durante 16-18 h a temperatura del 

laboratorio (21 °C). 

Posteriormente, se realizó una transformación empleando E. coli Nova Blue (Ver sección de 

Anexos). Los plásmidos pQE-80L se sometieron a digestiones enzimáticas con las enzimas 
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SpHI y PstI (Ver sección 4.2.6). Finalmente, los resultados se analizaron a través de 

electroforesis de ADN (Ver sección 4.2.5). 

4.5 Verificación de la actividad β-glucosidasa mediante prueba de agar con esculina  

 

E. coli BL21 (DE3) + pET28a ∷ bgap1, bgap2, bgap3 se inocularon en caldo LB + 

kanamicina (50 μg/mL) y se incubaron a 37 °C. A partir de los caldos crecidos se realizaron 

diluciones seriadas decimales en NaCl 0,9 % con miras a obtener 25-250 colonias sobre el 

agar. Las diluciones usadas fueron 10-1 para los tratamientos y control negativo (E. coli BL21 

(DE3) + pET28a vacío), y 10-6 para el control positivo (proporcionado por personal del 

Instituto de Microbiología Técnica). El control positivo usado fue E. coli C43 + pQE-80L ∷ 

bga2 el cual posee una β-glucosidasa termoestable (Schröder et al., 2014). Las primeras se 

sembraron en agar LB + kanamicina + IPTG (1 mM), mientras que el control positivo se 

sembró en LB + carbenicilina (100 μg/mL) + IPTG (1 mM). Todas las placas se incubaron a 

37 °C (Se empleó sólo una placa por cada tratamiento). 

Transcurrido el tiempo de incubación, se adicionó una sobrecapa (10-15 mL) sobre las 

colonias crecidas, compuesta por 2,5 mM de acetato de sodio, 2,5 mM de CaCl2 * 2H2O, 170 

mM de NaCl, 1% agarosa, 2,5 mM esculina y 0,4 mM de citrato de amonio férrico (III), pH 

6,5. Las placas se incubaron por 18 h a 37 °C y 60 °C. Una coloración marrón alrededor de 

las colonias indicó presencia de actividad β-glucosidasa. 

E. coli BL21 (DE3) + pET28a ∷ bgav1 se inoculó en caldo LB + carbenicilina (100 μg/mL) 

y se incubó a 37 °C. Posteriormente, se realizó un rayado a partir del caldo en agar LB + 

carbenicilina + IPTG (1 mM) y se dejó en incubación toda la noche a 37 °C. Seguidamente, 

se adicionó la sobrecapa (10-15 mL) sobre las colonias crecidas. Las placas se incubaron por 

4 h a 37 °C hasta observar una coloración alrededor de las colonias. 
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4.6 Expresión, purificación y pruebas asociadas a las enzimas β-glucosidasa 

recombinantes.  

 

4.6.1 Producción e inducción de genes recombinantes 

 

E. coli BL21 (DE3) + pET28a ∷ bgap1, bgap2, bgap3 se inocularon en placas de agar LB + 

kanamicina (50 µg/mL) y se incubaron a 37 °C durante toda la noche. Una colonia de cada 

E. coli recombinante se sembró en 5 mL de caldo LB + kanamicina. Todos los cultivos se 

incubaron en agitación a 37 °C y 160 rpm durante toda la noche. A partir de estos tubos se 

tomó una alícuota de 1mL y se inoculó un matraz de 1 L (con mamparas) con 500 mL de 

caldo LB + kanamicina. Los matraces se incubaron en agitación a 37 °C y 160 rpm hasta 

alcanzar una densidad óptica de 0,5 (DO600). Para esto se utilizó el espectrofotómetro 

(Shimadzu UV-1602). Posteriormente, se adicionó isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido 

(IPTG) hasta alcanzar una concentración de 0,1 mM en cada matraz. El cultivo se dejó en 

agitación a 37 °C y 160 rpm durante 24 h. Previo a la adición del IPTG, se tomó una muestra 

de 1 mL a partir de cada matraz para emplearlo como control negativo.  

Las muestras se centrifugaron a 13000 rpm por 30 min a 4 °C. El botón celular se resuspendió 

en 10 mL de buffer de lisis (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, pH 8) 

basado en una relación de 5 ml de buffer/g de botón celular. Las células fueron lisadas 

empleando tres ciclos con la Prensa Francesa (French® Pressure Cell Press, SLM-Aminco). 

Después, las muestras se centrifugaron a 13000 rpm, 5 min a 4 °C. El botón celular y el 

extracto crudo se almacenaron a 4 °C. 

El mismo procedimiento se siguió con E. coli BL21 (DE3) + pQE-80L ∷ bgav1 a excepción 

de dos modificaciones: uso de carbenicilina (100 µg/mL) en lugar de kanamicina en el medio 

de cultivo y uso de IPTG a una concentración final de 1 mM. 

 

4.6.2 Purificación de enzimas β-glucosidasas. 

 

La purificación de las proteínas Bgav1 se llevó a cabo empleando cromatografía por afinidad 

con columnas de Ni2+-ácido nitrílico (Ni-NTA) (His60 Ni Superflow Resin, Takara) basado 

en el protocolo descrito en “The Qiaexpressionist” (Qiagen, protocolo #14). El vector de 
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expresión pQE-80L provee una cola de seis histidinas a Bgav1, la cual, en interacción con el 

Ni2+ (adherido al NTA). logra unirse al extremo N-terminal. 

Alrededor de 4 mL de extracto crudo con 1 mL de la resina de Ni-NTA (Ni-NTA agarosa) 

se incubaron en agitación a 4 °C y 200 rpm durante 1 h. Se realizó un lavado empleando 

buffer de lavado (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 8). La elución de 

las proteínas se efectuó con cuatro fracciones de 500 μL cada una, empleando el buffer de 

elución (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole, pH 8). Las fracciones fueron 

colectadas y almacenadas a 4 °C para posteriores pruebas. 

Los genes Bgap1, Bgap2 y Bgap3 fueron tratados de la misma forma que Bgav1 a excepción 

de que se realizaron dos lavados. En este caso, el plásmido pET28a aporta su cola de seis 

histidinas en el extremo C-terminal, sin embargo, este brinda la posibilidad de incorporarlo 

también en el extremo N-terminal.    

 

4.6.3 Verificación de la actividad β-glucosidasa en prueba de agarosa con esculina 

 

Para realizar esta prueba se preparó un sustrato con los siguientes componentes: 0,1 % 

esculina, 0,01 % de citrato de amonio férrico (III) y 1,2 % agarosa. El sustrato se calentó 

hasta disolver la mezcla. Se utilizaron placas estériles para dispensar el medio. Se hicieron 

cinco orificios en el sustrato solidificado y se adicionó una alícuota de 20 μL de Extracto 

crudo (EC) y las cuatro eluciones provenientes del proceso de purificación de Bgav1. La 

placa se incubó por 30 min a 60 °C. Se empleó solo una placa en esta prueba.  

 

4.6.4 Concentración proteica 

 

La concentración proteica total a partir de Bgav1 pura se determinó por el método de 

Bradford (Bradford, 1976). La reacción se llevó a cabo con un total de 10 µL de muestra y 

1000 µL de reactivo de Bradford. La reacción (5 minutos a temperatura ambiente) se analizó 

con un espectrofotómetro a una longitud de onda de 595 nm (Shimadzu UV-1602). La curva 

estándar se realizó con albúmina de suero bovino (BSA, Merck) a concentraciones entre 0-

0,8 mg/mL. 
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4.6.5 Electroforesis desnaturalizante de proteínas 

 

Para determinar la presencia, tamaño y cantidad de las enzimas recombinantes se realizaron 

geles de electroforesis con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE) al 12,5 % (Laemmli, 1970). 

Los geles se prepararon de la siguiente forma: 

 Gel de separación Gel de compactación 

Buffer de separación 3 mL - 

Buffer de compactación - 1,25 mL 

H2O desionizada 5,25 mL 3,14 mL 

Acrilamida (40 %)  3,75 mL 610 µL 

APS (Persulfato de amonio) 80 µL 22,5 µL 

TEMED (Tetrametiletilendiamina) 8 µL 7,5 µL 

 

Los buffers fueron preparados con agua desionizada de la siguiente forma: 

 

Buffer de separación: 

Tris-HCl 18,2 g/100 mL 

SDS 0,4 g/100 mL 

pH 8,8  

 

 

Buffer de compactación: 

Tris-HCl 6,1 g/100 mL 

SDS 0,4 g/100 mL 

pH 6,8  

 

Los geles se corrieron a 200 V durante 50 minutos en cámaras para este fin (BIO-RAD) y 

con el uso de buffer de corrida (1X). El mismo se preparó de la siguiente manera:  

 

Buffer de carga: 

Tris 30,3 g/L 

Glicina 144,1 g/L 

SDS 10 g/L 

 

Previo a teñir los geles, estos fueron enjuagados con agua desionizada. La tinción del gel se 

llevó a cabo con una solución de azul de Coomassie (30 minutos) (ver sección de Anexos). 
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El desteñido del gel se realizó durante toda la noche (ver seccón de Anexos). La 

determinación del peso molecular de las proteínas se realizó con el marcador Pierce™ 

Unstained Protein MW Marker (Thermo Scientific). 

4.7 Caracterización bioquímica de la enzima recombinante Bgav1 

 

4.7.1 Ensayo estándar para determinar la actividad β-glucosidasa 

 

La actividad β-glucosidasa se determinó utilizando pNPG (p-nitrofenil-β-D-glucopiranósido, 

Sigma-Aldrich) como sustrato. Se determinó que el buffer Britton-Robinson era el más 

apropiado para evaluar la actividad de Bgav1. Los componentes de este buffer son: 

 

H3PO4 (83 %) 20 mM 

Ácido acético 38,3 mM  

H3BO3 40 mM 

 

La mezcla de reacción para evaluar las condiciones de actividad estándar fueron las 

siguientes: 500 μL de buffer Britton-Robinson (48 mM) + 200 μL pNP-β-D-glucopiranósido 

(2 mM) + 290 μL H2O desionizada + 10 μL enzima diluida. La reacción fue precalentada a 

90 °C por 5 minutos previo a la adición de la enzima. La reacción enzimática se llevó a cabo 

a 90 °C, pH 6,5 y por 6 minutos. Después de ese tiempo, la reacción se detuvo tras la adición 

de 100 μL de Na2CO3 0,1 M. La cantidad de pNP (p-nitrofenol) liberado se midió a una 

longitud de onda de 405 nm (Shimadzu UV-1602). Una unidad de actividad β-glucosidasa 

(U) se define como la cantidad de enzima que produce 1 μmol de p-nitrofenol por minuto 

(µmol/min) bajo las condiciones óptimas (Mai et al., 2016). Esta prueba se efectuó por 

triplicado. La actividad enzimática se calculó de la siguiente forma: 
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Actividad enzimática [U/mL] = (ΔA x Vtotal) / (d x ε x t x Venzima) donde,  

ΔA cambio en la absorbancia 

Vtotal volumen total de reacción (1 mL) 

d grueso de la cuveta (1 cm) 

ε coeficiente de absorción molar (5,69 cm2/mol) 

t tiempo de reacción (6 minutos) 

Venzima volumen de la enzima (0,01 mL) 

 

Para expresar los datos como actividad específica (U/mg), se requirió la medición de 

actividad enzimática (U/mL) y la concentración total de proteína recombinante pura.  

 

4.7.2 Influencia de la temperatura y pH 

 

La temperatura óptima se estimó con el ensayo de actividad β-glucosidasa bajo las 

condiciones de actividad estándar (pH 6,5, 6 min) empleando un rango de temperatura entre 

los 30-99 °C. El pH óptimo se determinó a 90 °C con el buffer Britton-Robinson abarcando 

un ámbito de 5-8,5.  

La estabilidad térmica se evaluó con el ensayo de actividad β-glucosidasa bajo las 

condiciones de actividad estándar (90 °C pH 6,5, 6 min) después de incubar la enzima Bgav1 

a diferentes temperaturas (20-90 °C) en diferentes tiempos (5 minutos – 24 h). La estabilidad 

en el pH se evaluó a valores entre 5-8 a partir de las 0 (0 = 100% actividad), 24 y 48 h. La 

enzima Bgav1 se incubó a 4 °C en presencia de las soluciones con diferentes valores de pH 

(buffer Britton Robinson 20mM). La actividad β-glucosidasa se realizó bajo las condiciones 

de actividad estándar (90 °C, pH 6,5, 6 min).  

 

4.7.3 Especificidad de la enzima recombinante Bgav1 por diferentes sustratos 

 

Varios sustratos artificiales (Sigma-Aldrich) unidos a un grupo nitrofenol fueron evaluados 

contra Bgav1: p-nitrofenil-β-D-glucopiranósido, p-nitrofenil-α-D-glucopiranósido,                    

p-nitrofenil-β-D-celobiósido, p-nitrofenil-β-D-galactopiranósido, o-nitrofenil-β-D-

galactopiranósido, p-nitrofenil-β-D-manopiranósido y p-nitrofenil-β-D-xilopiranósido. Este 
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ensayo se realizó para determinar si Bgav1 posee afinidad por otros sustratos. La 

concentración empleada para cada sustrato fue de 2 mM. La actividad β-glucosidasa fue 

evaluada bajo las condiciones descritas en la sección 4.7.1. Los sustratos en donde se observó 

una mayor actividad fueron expresados como actividad específica. La actividad cuantificada 

con pNP-β-D-glucopiranósido se definió como el 100%.  

Posteriormente se evaluó la capacidad de hidrólisis de Bgav1 sobre dos sustratos naturales 

(celobiosa y lactosa 1 % m/v) a través de cromatografía líquida de alto desempeño (HPLC). 

El análisis de HPLC (Agilent Technologies 1260 Infinity) se efectuó con una columna 

Agilent Hi-Plex H columna. La fase móvil utilizada fue H2O (MilliQ), con un flujo de  

0,4 mL/min, a una temperatura de 65 °C y un tiempo de corrida de 50 minutos. Se utilizó un 

detector con índice de refracción (55 °C).  

Estos ensayos se efectuaron tras someter Bgav1 a 70 °C, pH 6,5 (buffer Britton-Robinson) 

durante 3 h. En la mezcla de reacción se utilizó 10 µL de enzima pura. Los controles 

utilizados en este ensayo fueron: buffer con sustrato sin enzima y buffer con enzima sin 

sustrato.   

 

4.7.4 Influencia de metales iónicos, aditivos, detergentes y solventes orgánicos en la 

actividad de la enzima recombinante Bgav1 

 

La enzima Bgav1 se evaluó en presencia de metales iónicos, aditivos, detergentes y solventes 

orgánicos. Todos los ensayos de actividad β-glucosidasa se realizaron bajo las condiciones 

de actividad estándar (90 °C, pH 6,5, 6 min) en donde solamente la fracción de agua 

desionizada se reemplazaba por la solución con metales iónicos (1 mM, 5 mM y 10 mM), 

aditivos (5 mM), detergentes (5 mM) y solventes orgánicos (10 % v/v). Los metales iónicos 

empleados fueron los siguientes AgNO3, AlCl3, CaCl2, CoCl2, CrCl3, CuCl3, FeCl2, FeCl3, 

KCl2, MgCl2, MnCl2, NaCl, NiCl2, RbCl, SrCl2, ZnCl2. Los aditivos evaluados fueron el  

β-mercaptoetanol (2-mercaptoetanol), ditiotreitol (DTT), ácido etilendiaminotetraacético 

(EDTA), hidrocloruro de guanidina, ácido iodoacético, Pefabloc SC® (inhibidor de serin-

proteasas), azida sódica y urea. Los detergentes empleados contra Bgav1 fueron el CHAPS 

(3-[(3-Colamidopropil)- dimetilamonio]-propano sulfonato), CTAB (bromuro de 

cetiltrimetilamonio), SDS, Triton X-100 (4-(1,1,3,3-Tetrametilbutil) fenil-polietilenglicol), 
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Tween 80 y Tween 20. Los solventes orgánicos usados fueron acetonitrilo, DMF  

(N,N-dimetilformamida), DMSO (dimetilsulfóxido), etanol, metanol, 1,2-propanediol,  

2-propanol y 1-propanol. Los controles se realizaron sin la adición de las sales metálicas, 

aditivos, detergentes y solventes orgánicos según correspondiera. 

 

4.7.5 Determinación de parámetros cinéticos de la enzima recombinante Bgav1 

La determinación de los parámetros cinéticos (Km, Vmax, kcat y kcat/Km) de Bgav1 se realizó 

con base a los ensayos de actividad β-glucosidasa bajo las condiciones de actividad estándar 

(90 °C, pH 6,5, 6 min) empleando diferentes concentraciones (0-15 mM) de sustrato  

(p-NPG). El cálculo de las constantes cinéticas Km (mM) y Vmax (µmol/min) se realizó con 

una regresión no linear (ecuación de Michaelis-Menten) empleando el programa SigmaPlot 

Versión 12.5. El programa ejecutó 3 veces la estimación de la Km y Vmax. A partir del valor 

de Vmax y el tamaño teórico de Bgav1, se determinó el número de conversión o velocidad 

catalítica kcat (mM-1s-1). La eficiencia de Bgav1 se estimó dividiendo kcat entre Km. 

4.7.6 Tolerancia a glucosa de Bgav1 

 

El efecto de la glucosa sobre la actividad enzimática se evaluó a varias concentraciones de 

esta (0-1,5 M). Se estimó la actividad β-glucosidasa bajo las condiciones de actividad 

estándar (90 °C, pH 6,5, 6 min). La actividad se expresó como actividad relativa (%). 

4.8 Análisis estadístico 

 

Todos los experimentos realizados en la caracterización bioquímica de Bgav1 fueron 

desarrollados con tres réplicas (n = 3) por tratamiento. Cada ensayo se repitió solamente una 

vez. La actividad relativa se estima con respecto a un control el cual es diseñado para las 

condiciones de cada tipo de experimento. A este tipo de ensayos no se le aplica ningún 

análisis estadístico tal como la literatura lo reporta (Jeng et al., 2011; Schröder et al., 2014; 

Uchiyama et al., 2015; Chan et al., 2016, Mai et al., 2016).  

Los parámetros cinéticos Km y Vmax de la enzima Bgav1 se estimaron por triplicado (n =3) 

empleando el método de mínimos cuadrados con el programa SigmaPlot 12.5. 
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5. Resultados 

5.1 Selección de secuencias a partir de metagenomas de escarabajos pasálidos 

 

La búsqueda inicial de β-glucosidasas generó tres posibles categorías: COG-1472  

(β-glucosidasas periplásmicas y glicosidasas relacionadas), -1484 (α-galactosidasa/6-fosfo-

β-glucosidasa, familia glicosil hidrolasa 4) y -2723 (β-glucosidasa/6-fosfo-β-glucosidasa/ 

β-galactosidasa) (Cuadro 3). El COG2723 fue seleccionado para iniciar la búsqueda de las 

secuencias ya que poseía la palabra “β-glucosidasa”, aun cuando las abundancias relativas de 

metagenomas de la galería y larvas en el COG1472 son superiores a las del COG2723. 

Las secuencias asociadas a β-glucosidasas fueron tamizadas para poseer un tamaño alrededor 

de los 45 kDa y con similitudes menores al 60 % contra enzimas conocidas. Estos criterios 

permitieron obtener un grupo de 53 secuencias a partir de los metagenomas de intestino de 

larvas los cuales fueron reagrupadas en un árbol filogenético (Figura 5). Las secuencias de 

intestinos de adultos pasálidos fueron descartadas debido a que presentaron porcentajes de 

identidad inferior los encontrados en los metagenomas de intestinos de larvas (= 58 %), 

mientras que las secuencias putativas de β-glucosidasas seleccionadas a partir de 

metagenomas de galerías presentaban un porcentajes de identidad acordes al criterio 

seleccionado (= 32 %), sin embargo, se vinculaban a la familia GH 39 (asociadas a  

β-galactosidasa) la cual no se ha descrito para β-glucosidasas (Xia et al., 2016). 

El árbol filogenético obtenido permitió establecer varios clados a partir de las 53 secuencias 

putativas asociadas a β-glucosidasas (Figura 5). Un clado es cualquier agrupación de 

descendientes, provenientes de un ancestro común, que se encuentran en cualquier nodo 

interno del árbol (puntos de divergencia) (Hall, 2011). Basado en los resultados del árbol 

filogenético y los porcentajes de identidad proteicas más bajos se logró seleccionar ocho 

secuencias asociadas a β-glucosidasas (Cuadro 4). Estas secuencias se lograron asociar a 5 

clados, los cuales se representan con colores diferentes (Cuadro 4 y Figura 5). Los clados de 

color azul y turquesa poseen tres y dos secuencias que le conforman, respectivamente, lo cual 

sugiere una relación filogenética estrecha entre estas secuencias en comparación al clado 

verde, morado y rojo (Figura 5). Cabe mencionar que los códigos de colores utilizados en la 

Figura 5 y Cuadro 4 son trazables entre sí. 
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El análisis de dominios proteicos indicó que siete secuencias pertenecen a la familia GH 1 

mientras que solo una pertenece a la GH 5 (Cuadro 4) lo cual concuerda con lo descrito para 

enzimas β-glucosidasas (Xia et al., 2016). A excepción de la secuencia 

IMNBL1DRAFT_01769911 que no se le pudo determinar su asociación taxonómica, todas 

pertenecen al dominio eubacteria. Además, se observó que dos de tres secuencias dentro de 

un mismo clado (color azul) fueron clasificados dentro del filo Firmicutes (Figura 5 y Cuadro 

4). Esta información del árbol filogenético puede trazarse con las secuencias ubicadas en las 

filas azules.  

Las secuencias analizadas codifican para proteínas putativos con tamaños comprendidos 

entre los 20 y 51 kDa (Cuadro 4). Los resultados de porcentaje de identidad COG y 

alineamiento en Pfam fueron bajos (20-35 %) y altos (61-99 %), respectivamente. Un 

porcentaje de identidad bajo (p.e. 27,3 %) en COG significa que las ocho secuencias putativas 

seleccionadas de metagenomas de intestinos pasálidos difieren considerablemente con las 

proteínas presentes en la base de datos COG. Por otro lado, un alto porcentaje de alineamiento 

en Pfam (p.e. 97,7 %) implica que estas secuencias poseen una gran similitud con el dominio 

GH 1 según la base de datos de Pfam. 

Los porcentajes de identidad en las secuencias seleccionadas de los metagenomas de 

intestinos de pasálidos se encuentran entre un 36-43,5 % (Cuadro 4). Los porcentajes de 

identidad reportados en casos exitosos de expresión heteróloga de enzimas β-glucosidasas se 

encuentran sobre un 52 % (Kori et al., 2011; Uchiyama et al., 2015; Chamoli et al., 2016; 

Mai et al., 2016). Estos resultados muestran que las secuencias seleccionadas de 

metagenomas de intestinos de pasálidos están por debajo de lo que se reporta en la literatura 

para este tipo de enzimas. 
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Cuadro 3. Abundancias relativas presentes en los metagenomas de diferentes microhábitats 

de insectos pasálidos (intestino de adultos y larvas y material de la galería en que habitan) 

para enzimas β-glucosidasas según la categoría COG asociada. 

Identidad de la función Adulto Galería Larvas 

COG1472 (β-glucosidasas periplásmicas y glicosidasas 

relacionadas) 
0,011 0,091 0,115 

COG1486 (α-galactosidasa/6-fosfo-β-glucosidasa, familia 

glicosil hidrolasa 4) 
0,011 0,004 0,060 

COG2723 (β-glucosidasa/6-fosfo-β-glucosidasa/ 

β-galactosidasa) 
0,020 0,036 0,044 

Nota: Las abundancias relativas se obtuvieron tras dividir los hits asociados a “β-glucosidasas” por microhábitat 

entre el número total de secuencias que fueron anotadas dentro de una categoría COG para cada metagenoma. 

Colores rojos, amarillos y verdes son abundancias relativas bajas, medias y altas, respectivamente.    

 

Figura 5. Árbol filogenético basado en 53 secuencias asociadas a potenciales β-glucosidasas 

obtenidas de metagenomas de intestinos de larvas. El árbol filogenético se realizó con el modelo de 

Inferencia Bayesiana. El número de generaciones fue de 2 x 106, la desviación estándar estimada es = 0,02 y se 

indican los valores de bootstrap. Los triángulos indican clados colapsados. Cada llave con su respectivo color 

indica los clados donde se encuentran las ocho secuencias putativas asociadas a β-glucosidasas que se 

seleccionaron.    
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Cuadro 4. Resultados obtenidos tras la aplicación de diferentes herramientas bioinformáticas 

a ocho secuencias asociadas a β-glucosidasas provenientes de metagenomas de intestinos de 

larvas de escarabajos pasálidos. 

Id secuencia 
Tamaño 

(kDa) 
Familia 

Id proteica 

(%) 
Fuente 

Id COG 

(%) 

Alineamiento 

Pfam (%) 

2228188291 24,9 GH 1 42,5 Bacteria 27,3 97,7 

2227325595 39,9 GH 1 42,7 Firmicutes 24,9 98,8 

IMNBL1DRAFT_000112816 49,1 GH 1 43,5 Firmicutes 26,0 95,1 

IMNBL1DRAFT_00296912 27,7 GH 1 41,4 Bacteria 26,8 98,35 

IMNBL1DRAFT_00046923 48,3 GH 1 42,8 Bacteria 26,7 94,4 

IMNBL1DRAFT_01769911 20,2 GH 5 32,7 Desconocido 22,9 75,6 

IMNBL3_100768563 27,0 GH 1 45,6 Bacteria 35,1 98,7 

IMNBL3_100024187 51,0 GH 1 35,9 Bacteria 28,8 61,1 

Nota: Los colores se asocian a los grupos definidos a partir del árbol filogenético de la Figura 5. 

 

Tras realizar el alineamiento de las secuencias se pudo evidenciar que IMNBL3_100768563 

(grupo verde), 2228188291 (grupo azul), IMNBL1DRAFT_00296912 (grupo turquesa) y 

IMNBL1DRAFT_01769911 (grupo morado) carecían de algunos de los motivos catalíticos 

(TXNEP-sitio catalítico ácido/base e I/VTENG-ataque nucleofílico) o inclusive de ambos 

(Figura 6). 

A partir del alineamiento de las ocho secuencias asociadas a β-glucosidasas (Figura 6), se 

seleccionaron cuatro secuencias. Los resultados de modelado de estructura terciaria  

(I-TASSER) y alineamientos de secuencias lograron constatar que la secuencia 2227325595 

(clado azul) carecían del extremo C-terminal (Figura 7) por lo que la secuencia estaba 

incompleta. Por lo tanto, las secuencias IMNBL1DRAFT_000112816 (bgap1), 

IMNBL1DRAFT_00046923 (bgap2) e IMNBL3_100024187 (bgap3) fueron seleccionadas 

para etapas posteriores. 
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Figura 6. Alineamiento parcial de motivos catalíticos a partir de secuencias β-glucosidasas 

provenientes de metagenomas de intestinos de pasálidos. Las secuencias empleadas como control 

corresponden a los siguientes números de accesión del GeneBank: β-glucosidasa (Bga) de Clostridium 

cellulovorans (AAQ00997.1) Trichoderma reesei (BAA74959.1). Interpretación de la escala de confianza: un 

valor de 9 (morado) es muy confiable y un valor de 1 (turquesa) es poco confiable. 

 
 

 
 

Figura 7. Alineamiento de las secuencias 2227325595 y IMNBL1DRAFT_000112816 

asociadas a β-glucosidasas provenientes de metagenomas de intestinos de larvas de pasálidos. 

La zona marcada indica la identidad compartida entre aminoácidos. 
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Las tres secuencias seleccionadas provenientes de metagenomas de intestinos de larvas de 

pasálidos fueron sujetas a análisis para observar su estructura como potenciales genes 

procariotas. Las secuencias bgap1, bgap2 y bgap3 presentan tres codones de inicio 

diferentes: GTG, ATG y TTG (GUG, AUG y UUG en ARNm), respectivamente (Cuadro 5). 

Además, las secuencias seleccionadas muestran codones de terminación TGA y TAA, así 

como regiones Shine-Dalgarno corriente arriba del gen. Los resultados mostraron que las 

secuencias carecen de péptidos señal lo cual implica que no se tuviese que eliminar esta parte 

de la posible proteína (Cuadro 5).  

 

Cuadro 5. Criterios para la determinación de la estructura génica procariota asociados a las 

posibles secuencias β-glucosidasa.  

Secuencia 
Región 

Shine-Dalgarno 
Codón de inicio 

Codón de 

terminación 
Péptido señal 

bgap1 GAAGGA GTG TGA No  

bgap2 AAAGGA ATG TAA No 

bgap3 AAAGGAAAAA TTG TAA No 

Nota: GTG (GUG) se traduce en valina, ATG (AUG) en formilmetionina y TTG (UUG) en fenilalanina. 

 

5.2 Clonaje y expresión de los genes de metagenomas de intestinos de pasálidos 

empleando el sistema de expresión E.coli BL21 (DE3) pET28a 

 

Las tres secuencias identificadas como enzimas β-glucosidasas (bgap1, bgap2 y bgap3) 

provenientes de intestinos de pasálidos fueron subclonadas en el vector de clonación pUC 

AmpR y transformadas en la cepa E. coli DH5α. Posteriormente, los tres genes fueron 

introducidos en el vector de expresión pET28a KanR y transformados en la cepa E. coli BL21 

(DE3). En este caso, el plásmido pET28a incorpora una región codificante con seis histidinas 

(His-Tag) en el extremo C-terminal de la proteína.  

Para confirmar la adecuada inserción de los genes en pET28a se realizó una digestión 

enzimática de pET28a empleando las enzimas de restricción NcoI y XhoI. En la Figura 8-A, 

se puede observar que los tamaños de los genes corresponden a los valores esperados: 1319 

pb (bgap1), 1319 pb (bgap2) y 1394 pb (bgap3). Las bandas correspondientes al plásmido 

linealizado también corresponden al tamaño esperado (aproximadamente 5,3 kb).  
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Una segunda prueba confirmatoria se llevó a cabo empleando primers específicos que 

permitieran corroborar que los genes insertados en pET28a correspondieran efectivamente a 

cada gen con el que se trabajó. Los fragmentos de ADN esperados corresponden a 400 pb 

(bgap1), 500 pb (bgap2) y 600 pb (bgap3). Dicho resultado se corroboró experimentalmente 

tal como se muestra en la Figura 8-B. 

 

Figura 8. Estrategia de clonación de pET28a ∷ bgap1, bgap2 y bgap3. A) Digestión enzimática 

de pET28a ∷ bgap1, bgap2 y bgap3. 1. pET28a ∷ bgap1; 2. pET28a ∷ bgap2; 3. pET28a ∷ bgap3; M. Marcador 

molecular (1kb). La electroforesis se realizó con 30 µL de ADN + 6 µL de tinción de carga (6X). B) PCR de 

colonia obtenido a partir de E. coli DH5α con pET28a ∷ bgap1, bgap2 y bgap3. 1. pET28a ∷ bgap1; 2. pET28a 

∷ bgap2; 3. pET28a ∷ bgap3; M. Marcador molecular (1kb). La electroforesis correspondiente a esta prueba se 

hizo con 5 µL de ADN + 1µL de tinción de carga (6X). 1. pET28a ∷ bgap1; 2. pET28a ∷ bgap2;  

3. pET28a ∷ bgap3; M. Marcador molecular (1kb). 

Tras observar los resultados de las Figura 9 y 10, no se logra ver una actividad enzimática 

evidente (halo marrón oscuro alrededor de las colonias) en alguna de las cepas recombinantes 

a 37 °C y 60 °C. 
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Figura 9. Pruebas en agar con sello de esculina para determinar actividad β-glucosidasa a 

partir de E. coli BL21 (DE3) + pET28a ∷ bgap1, bgap2 y bgap3 empleando diluciones 

seriadas. El control negativo consta de E. coli BL21 (DE3) + pET28a vacío. El control positivo consta de  

E. coli C43 + pQE-80L ∷ bga2.  

 

 

 

 

C- 37 °C 

Bgap1  37 °C Bgap2 37 °C 

Bgap3 37 °C 

C+ 37 °C 
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Figura 10. Pruebas en agar con sello de esculina para determinar actividad β-glucosidasa a 

partir de E. coli BL21 (DE3) + pET28a ∷ bgap1, bgap2 y bgap3 empleando diluciones 

seriadas. El control negativo consta de E. coli BL21 (DE3) + pET28a vacío. El control positivo consta de  

E. coli C43 + pQE-80L ∷ bga2. 

 

Los resultados de las pruebas para expresar las β-glucosidasas muestran que las tres proteínas 

fueron producidas, sin embargo, estas se encuentran formando mayoritariamente cuerpos de 

inclusión en el botón celular y en menor proporción se observa levemente la presencia de la 

C- 60 °C 

Bgap1 60 °C Bgap2 60 °C 

Bgap3 60 °C 

C- 60 °C 
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enzima Bgap1 y Bgap2 en el extracto crudo (Figura 11-A). Bgap3 no se observa con claridad 

en el extracto crudo (Figura 11-B, Línea 3). 

Para Bgap1, el tamaño teórico esperado corresponde a unos 50 kDa, los cuales no concuerdan 

con los 45 kDa obtenidos experimentalmente (Figura 11-A). Bgap2 presenta unos resultados 

muy semejantes a Bgap1 en relación con el tamaño de la proteína ya que el tamaño teórico 

se estimó en 49,5 kDa, sin embargo, el tamaño determinado experimentalmente alcanzó los 

45 kDa aproximadamente (Figura 11-A). Bgap3 presenta un tamaño teórico de 52 kDa, 

levemente superior en comparación a las otras dos enzimas descritas anteriormente. Esto se 

corroboró experimentalmente tras observar un tamaño de 50 kDa aproximadamente (Figura 

11-A). 

Dado que se observó la presencia leve de la enzima Bgap1 y Bgap2 en la fracción soluble 

(extracto crudo) se procedió a realizar la etapa de purificación de estas enzimas. Bgap3 

también fue sometida al proceso de purificación. 

 

Figura 11. Electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) posterior a la 

expresión de los genes β-glucosidasa bgap1, bgap2, bgap3 obtenidos a partir de 

metagenomas de intestinos de larvas de pasálidos en E. coli BL21 (DE3). El control negativo se 

realizó con caldo LB + kanamicina (50 μg/mL) sin inducción. La inducción se realizó al alcanzar una OD600 de 

0.5. Los tratamientos contemplan a E. coli BL21 (DE3) + pET28a ∷ bgap1, bgap2 y bgap3. A) El control 

negativo es E. coli BL21 (DE3) + pET28a ∷ bgap1, bgap2 y bgap3 previo a la inducción. 1. Control negativo 

Bgap1-Extracto crudo (EC); 2. Control negativo Bgap1-Precipitado (P); 3. Bgap1 (EC); 4. Bgap1 (P); 5. Control 

negativo Bgap2 (EC); 6. Control negativo Bgap2 (P); 7. Bgap2 (EC); 8. Bgap2 (P); M. Marcador molecular 

para proteínas. B) 1. Control negativo Bgap3-Extracto crudo (EC); 2. Control negativo Bgap3-Precipitado (P); 

3. Bgap3 (EC); 4. Bgap3 (P); M. Marcador molecular para proteínas.  
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5.3 Purificación de las enzimas codificadas por los genes obtenidos de intestinos de 

pasálidos 

 
La purificación de estas enzimas se llevó a cabo a partir del cultivo de E. coli BL21 (DE3) + 

pET28a ∷ bgap1, bgap2 y bgap3. Se realizó una disrupción celular de la que se obtuvo un 

extracto crudo con bgap1, bgap2 y bgap3. El extracto crudo (fracción soluble) fue sometido 

directamente a una cromatografía por afinidad (Ni-NTA). Se puede evidenciar que Bgap1 

(Figura 12-A, Líneas 5-8), Bgap2 (Figura 12-B, Líneas 5-8) y Bgap3 (Figura 12-C, Líneas 

5-8) no se encuentran presentes en alguna fracción del proceso de elución. 

Los resultados obtenidos permitieron direccionar la estrategia de clonación de los genes 

bgap1, bgap2 y bgap3 hacia el uso del sistema de E. coli BL21 (DE3) pQE-80L.   

 

Figura 12. Electroforesis de las proteínas Bgap1, Bgap2 y Bgap3 en gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE) posterior a la purificación por cromatografía de afinidad empleando matrices 

de Ni-NTA. A) Bgap1: 1. Extracto crudo (Ex.C); 2. Filtración inicial (FI); 3-4. Lavado 1-2, respectivamente 

5-8. Elución 1-4, respectivamente; M. Marcador molecular para proteínas. B) Bgap2: 1. Extracto crudo; 2. 

Filtración Inicial; 3-4. Lavado 1-2, respectivamente; 5-8. Elución 1-4, respectivamente; M. Marcador molecular 

para proteínas. C) Bgap3: 1. Extracto crudo; 2. Filtración Inicial; 3-4. Lavado 1-2, respectivamente; 5-8. Elución 

1-4, respectivamente; M. Marcador molecular para proteínas. 
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5.4 Clonaje de los genes de intestinos de pasálidos en el sistema de expresión E. coli 

BL21 (DE3) pQE-80L 

 
Para obtener los genes bgap1, bgap2 y bgap3, se realizó un PCR a partir de los plásmidos 

pET28a ∷ bgap1, pET28a ∷ bgap2 y pET28a ∷ bgap3. Los resultados se muestran en la 

Figura 13, en la cual se observan las bandas asociadas a los genes de metagenomas de 

intestinos de larvas de pasálidos. Las bandas corresponden a los tamaños esperados (1319 

pb, 1319 pb y 1394 pb). Los genes fueron purificados directamente a partir del producto de 

la reacción de PCR.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 13. Perfil de PCR obtenido a partir de plásmidos con genes que codifican para  

β-glucosidasas putativas obtenidas del metagenomas intestinales de pasálidos. La electroforesis 

se realizó con 5 µL de ADN + 1µL de tinción de carga (6X). 1. Gen bgap1 (1319 pb); 2. Gen bgap2 (1319 pb);  

3. Gen bgap3 (1394 pb); M. Marcador molecular (1 kb). 

 
Tras realizar el subclonaje de los genes en pJET1.2/blunt se procedió a realizar la 

confirmación de la adecuada inserción de estos. Los resultados que se muestran en la Figura 

14-A confirman la presencia del gen bgap3 en pJET1.2/blunt. Los genes bgap1 y bgap2 

también fueron incorporados en pJET1.2/blunt. 

La digestión pJET1.2/blunt ∷ bgap2 (Figura 14-B) muestra que la banda inferior posee un 

tamaño acorde al gen esperado (1,3 kb). Por lo tanto, se decidió realizar una extracción de la 

banda del gen para incorporarlo a pQE-80L. Tanto pJET1.2/blunt ∷ bgap1 como 
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pJET1.2/blunt ∷ bgap3 no fueron digeridos, pero además no presentaron el tamaño esperado 

de pJET1.2/blunt (2,9 kb) con los genes (1,3 kb) sin digerir, es decir, unos 4,2 kb. Por el 

contrario, el tamaño de las bandas observadas es de unos 6 kb (Figura 14-B).  

Por lo tanto, se decidió continuar con la ligación de bgap2. Esta se realizó en pQE-80L, sin 

embargo, no se obtuvo resultados satisfactorios (Figura 14-C). El resultado mostró una banda 

de unos 4,7 kb que podrían estar asociados a pQE-80L linealizado, lo cual indica que bgap2 

no se ligó apropiadamente al plásmido. 

Dados los resultados obtenidos hasta esta fase se sospechó que la purificación del producto 

de PCR (proveniente de la amplificación de los genes a partir de pET28a) no estaba 

funcionando apropiadamente. Por lo tanto, se decidió regresar hasta la etapa de obtención de 

los genes a partir de las bandas de los geles y extraer los mismos directamente del gel. Los 

resultados asociados a dichas actividades se describen a continuación. 

 

 
 

Figura 14. Estrategia de clonación de los genes de intestinos de pasálidos en pQE-80L.  

A) PCR de colonia obtenido a partir de E. coli Nova Blue con pJET1.2/blunt ∷ bgap3. La electroforesis se 

realizó con 5 µL de ADN + 1 µL de tinción de carga (6X). 1-5. Clon 1-5 E. coli Nova Blue con pJET1.2/blunt 

∷ bgap3; 6. Control negativo para bgap3; M. Marcador molecular (1kb). Los geles de agarosa al 1 % (50 mL) 

se realizaron a 90 V y 25 minutos. B) Digestiones de pJET1.2/blunt ∷ bgap1, bgap2, bgap3. La electroforesis 

se realizó con 5 µL de ADN + 1 µL de tinción de carga (6X). 1. pJET1.2/blunt ∷ bgap1 (SpHI, PstI); 2. 

pJET1.2/blunt ∷ bgap2 (SpHI, HindIII); 3. pJET1.2/blunt ∷ bgap3 (SpHI, PstI); M. Marcador molecular (1 kb). 

C) Digestión de pQE-80L ∷ bgap2. La electroforesis de realizó con 5 µL de ADN + 1 µL de tinción de carga 

(6X). 1. pQE-80L ∷ bgap2 (SpHI, HindIII); M. Marcador molecular (1 kb). 
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5.4.1 Extracción de genes de intestinos de pasálidos a partir del gel de agarosa para 

subclonaje y expresión posterior 

 

Los genes bgap1, bgap2 y bgap3 fueron extraídos a partir de los geles de agarosa. Estos 

genes fueron subclonados en pJET1.2/blunt, sin embargo, los resultados obtenidos mostraron 

que los genes no fueron insertados en pJET1.2/blunt.  

 

5.4.2 Clonaje directo de genes de intestinos de pasálidos en pQE-80L 

 

La ligación directa de bgap1 y bgap3 fue llevada a cabo a partir de los genes extraídos de los 

geles. El gen bgap2 no fue sometido a este procedimiento, pues como se indicó anteriormente 

este fue utilizado para continuar la estrategia planteada en la sección 5.5. No obstante, los 

genes bgap1 y bgap3 no fueron insertados correctamente en pQE-80L.  

Debido a los resultados obtenidos con los genes de intestinos de pasálidos hasta esta etapa, 

se procedió a utilizar los metagenomas de respiraderos hidrotermales de la Isla Vulcano como 

recurso para obtener las secuencias de interés. El análisis bioinformático hasta obtener ocho 

secuencias putativas asociadas a β-glucosidasas fue realizado por el personal del Instituto de 

Microbiología Técnica de la TUHH. Asimismo, el ADN proveniente de muestras tratadas 

bajo condiciones aerobias, anaerobias y anaerobias-enriquecidas fue facilitado por el mismo 

ente (ver sección de Anexos). 

En las siguientes secciones se muestran los resultados obtenidos tras comparar con diferentes 

herramientas bioinformáticas las tres secuencias β-glucosidasas provenientes de 

metagenomas de intestinos de pasálidos y las ocho secuencias putativas asociadas a  

β-glucosidasas encontradas en los metagenomas de respiraderos hidrotermales de la Isla 

Vulcano. Los resultados de la estrategia de clonación, producción y caracterización 

bioquímica de Bgav1 también se muestran en los siguientes apartados.  

5.5 Análisis comparativo entre secuencias β-glucosidasas 

 

Los resultados del análisis comparativo de las secuencias β-glucosidasas obtenidas de 

metagenomas de respiraderos hidrotermales de la Isla Vulcano e intestinos de pasálidos se 

muestran en el Cuadro 6 y 7.  
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En el Cuadro 6 se muestra que, tras comparar las secuencias entre sí, todas son 

considerablemente diferentes (por debajo de un 50 % en similitud). Tanto Bgap1 (pasálidos) 

vs Bgap2 (pasálidos) y Bgav7 (Vulcano) vs Bgav4 (Vulcano) son los únicos que presentan 

porcentajes de identidad sobre un 50 %, con valores de 59 % y 62 %, respectivamente 

(Cuadro 6). No obstante, dichos valores aún son considerados bajos.  

Los tamaños de proteínas putativas codificadas por todas las secuencias se encuentran entre 

los 30-60 kDa (Cuadro 7). El análisis de dominios proteicos muestra que todas las secuencias 

obtenidas de la Isla Vulcano forman parte de la familia GH 1 (Cuadro 7). Los porcentajes de 

identidad en secuencias de metagenomas de la Isla Vulcano (entre 68-99 %) son superiores 

que los reportados en las secuencias de metagenomas de intestinos pasálidos (Cuadro 7). 

Las secuencias seleccionadas de pasálidos mostraron la presencia de ambos motivos 

catalíticos (Cuadro 7). El motivo ácido/base (TXNEP) alberga una glutamina (E) como 

aminoácido clave mientras que el motivo de ataque nucleofílico (I/VTENG) presenta una E 

solamente en Bgap3. El motivo de ataque nucleofílico de Bgap1 y Bgap2 poseen una serina 

(S) y una alanina (A), respectivamente. Por otro lado, todas las secuencias de la Isla Vulcano 

analizadas poseen ambos motivos catalíticos completos con la presencia de glutamina (E). 

La posible fuente de las enzimas β-glucosidasas se muestra en el Cuadro 7.  

Cinco secuencias putativas que codifican para β-glucosidasas (marcadas en rojo) 

provenientes de la Isla Vulcano fueron seleccionadas basadas en los porcentajes de identidad 

más bajo (Cuadro 7). El porcentaje de identidad se refiere a una medición cuantitativa (%) 

en el grado de similitud tras el alineamiento entre secuencias de proteicas (Raghava y Barton, 

2006).  

La presencia de leucina (L), isoleucina (I) y metionina (M), aminoácidos hidrofóbicos, en la 

posición X del motivo TXNEP es compartida entre todas las secuencias de pasálidos y la Isla 

Vulcano (Cuadro 7). Esta característica ha sido reportada en tres β-glucosidasas de la bacteria 

Clostridium cellulovorans, el hongo Trichoderma reesei y la termita Neotermes koshunensis. 

(Jeng et al., 2011). 
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Cuadro 6. Porcentajes de identidad entre secuencias de aminoácidos de β-glucosidasas 

provenientes de metagenomas de respiraderos hidrotermales de la Isla Vulcano e intestinos 

de escarabajos pasálidos 

Secuencia de proteínas Identidad de la secuencia (%) 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

1 Bgap1 100           

2 Bgap2 59 100          

3 Bgap3 42 43 100         

4 Bgav1 25 25 31 100        

5 Bgav2 30 28 33 36 100       

6 Bgav3 21 24 23 27 30 100      

7 Bgav4 24 26 26 41 29 26 100     

8 Bgav5 25 27 23 26 30 46 27 100    

9 Bgav6 28 26 28 44 33 26 41 27 100   

10 Bgav7 24 25 25 37 28 37 62 33 40 100  

11 Bgav8 23 24 22 26 30 44 25 44 26 28 100 

Bgap1, Bgap2, Bgap3 son las secuencias de aminoácidos de pasálidos, respectivamente. Cálculo basado en la 

comparación entre secuencias utilizando la herramienta BLAST (tblastn). Parámetros generales del algoritmo: 

máximo de secuencias objetivo = 100, umbral esperado = 10, tamaño de palabra =3 y máximo de coincidencias 

en un ámbito de consulta = 0. 
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Cuadro 7.  Resultados obtenidos tras la aplicación de diferentes herramientas 

bioinformáticas al análisis de las potenciales β-glucosidasas provenientes de metagenomas 

de ambientes extremos de la Isla Vulcano e intestinos de larvas de escarabajos pasálidos. 

1Motivos ácido/base donde X es un aminoácido hidrofóbico. 2Motivos de ataque nucleofílico. Aminoácido V o 

I pueden alternarse. Las filas marcadas en rojo indican las secuencias seleccionadas para posteriores etapas.  

 

5.6 Clonaje y expresión del gen bgav1 obtenido de metagenomas de respiraderos 

hidrotermales de la Isla Vulcano 

 

Imprimadores específicos fueron utilizados para obtener cinco genes putativos a partir de 

ADN metagenómico. El ADN se obtuvo a partir de muestras de la Isla Vulcano crecidas en 

el laboratorio bajo condiciones aerobias, anaerobias y enriquecidas-anaerobias. Los tamaños 

esperados de los genes son los siguientes: bgav1 (1329 bp), bgav4 (1332 bp), bgav5 (1458 

bp), bgav6 (1329 bp), bgav8 (1566 bp). Solamente una banda asociada al gen bgav1 se 

obtuvo a partir de ADN enriquecido (Figura 15-A). Este resultado pudo darse debido a una 

mayor concentración de ADN asociado a la degradación de carboximetilcelulosa (cultivos 

enriquecidos-anaerobios) en comparación contra los otros tratamientos.  

Los resultados de la Figura 15-B muestran que bgav1 se encuentra debidamente insertado en 

pQE-80L. Tras la digestión enzimática de pQE80-L ∷ bgav1 se logra constatar la presencia 

Secuencia 
Tamaño 

(pb) 

Tamaño 

(kDa) 
Familia % Id 

Motivo 

TXNEP1 

Motivo 

I/VTENG2 

Péptido 

señal 
Fuente 

Bgav1 1329 51 GH 1 75 TLNEP VTENG No 
Thermotoga 

neapolitana 

Bgav2 1266 50 GH 1 99 TINEP ITENG No 
Staphylothermus 

marinus 

Bgav3 1383 54 GH 1 98 TMNEP VTENG No 
Fervidobacterium 

changbaicum 

Bgav4 1332 50 GH 1 71 PINEP VTENG No 
Maritimibacter sp. 

HL-12 

Bgav5 1458 56 GH 1 68 TMNEP VTENG No 
Thermosphaera 

aggregans 

Bgav6 1329 50 GH 1 79 TLNEP ITENG No 
Colwellia 

marinimaniae 

Bgav7 882 33 GH 1 88 PINEP VTENG No Thioclava sp. 

Bgav8 1566 60 GH 1 80 TMNEP ITENG No 

Staphylothermus 

hellenicus DSM 

12710 

Bgap1 1319 50 GH 1 43,5 TLDEP ITSNG No 
Lachnoclostridium 

phytofermentans 

Bgap2 1319 49 GH 1 43 TLDEP ITANG No Clostridiales 

Bgap3 1394 52 GH 1 36 TINEP ITENG No Clostridia 
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de dos bandas: la primera con un tamaño de aproximadamente 5 kb (pQE-80L) y la segunda 

con un tamaño de 1,3 kb (bgav1) (Figura 15-B). 

Además, se realizó una prueba en agar empleando un sello que contenía esculina. Esta prueba 

demostró que la cepa recombinante presentaba actividad β-glucosidasa tras observar la 

degradación de la esculina (coloración café alrededor de las colonias) (Figura 16). 

 

 

Figura 15. Estrategia de clonación y purificación de Bgav1. A) PCR obtenido a partir de ADN 

metagenómico de ambientes extremos de la Isla Vulcano para la búsqueda de β-glucosidasas. La electroforesis 

se realizó con 5 µL de ADN diluido 1:10. 1. Muestra de la Isla Vulcano enriquecida con primers para gen 

bgav1; 2. Muestra de isla Vulcano aeróbica con primers para gen bgav3; 3. Muestra de la Isla Vulcano aeróbica 

con imprimadores para gen bgav5; 4. Muestra de la Isla Vulcano aeróbica con primers para gen bgav6; 5. 

Muestra de la Isla Vulcano anaeróbica con primers para gen bgav8; M. Marcador molecular 1kb. B) Digestión 

enzimática de pQE80-L ∷ bgav1. La electroforesis de realizó con 30 µL de ADN + 6 µL de tinción de carga 

(6X). 1. pQE80-L ∷ bgav1; M. Marcador molecular (1 kb). C) Electroforesis de la proteína Bgav1 en gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE) posterior a la purificación por cromatografía de afinidad empleando matrices de 

Ni-NTA. El tratamiento contempla a E. coli BL21 (DE3) + pQE80-L ∷ bgav1. 1. Extracto crudo (Ex.C) Bgav1; 

2. Precipitado (P) Bgav1; 3. Flujo inicial (FI); 4. Lavado 1; 5-8. Elución 1-4, respectivamente; M. Marcador 

molecular para proteínas. 
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Figura 16. Agar con sello de esculina para determinar la actividad β-glucosidasa a partir de 

E. coli BL21 (DE3) con pQE-80L ∷ bgav1. Se demuestra la actividad tras observar el oscurecimiento 

alrededor de las colonias.   

5.7 Purificación de los genes de respiraderos hidrotermales de la Isla Vulcano 

 

La purificación de Bgav1 se llevó a cabo a partir del cultivo de E. coli BL21 (DE3) +  

pQE80-L ∷ bgav1. Se realizó una disrupción celular de la que se obtuvo un extracto crudo 

con Bgav1. El extracto crudo (fracción soluble) fue sometido directamente a una 

cromatografía por afinidad empleando una matriz de Ni-NTA. Después de la etapa de 

cromatografía se obtuvo la presencia de dos bandas fuertes en dos fracciones de elución 

(Figura 15-C, Línea 5-6). Bgav1 fue detectada en menor cantidad a partir de la elución 3 y 4 

según el análisis de SDS-PAGE. Bgav1 presenta un tamaño de aproximadamente 50 kDa 

(Figura 15-C). Se obtuvo presencia de cuerpos de inclusión en la fracción insoluble (botón 

celular) (Figura 15-C Línea 2).  

A partir de el extracto crudo (fracción soluble) y las diferentes eluciones utilizadas se realizó 

una prueba en placa que permitió verificar la actividad asociada a cada una de las fracciones. 

La actividad β-glucosidasa se observa con la formación de halos color marrón (Figura 17).  
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Figura 17. Ensayo con agarosa-esculina para evaluar la actividad β-glucosidasa a partir de 

extracto crudo (Ex.C) y cuatro fracciones de las eluciones (E1-E4). El color marrón indica 

actividad β-glucosidasa positiva. 

5.8 Caracterización bioquímica de Bgav1 

 
La enzima Bgav1 se obtuvo a partir del gen bgav1, proveniente a su vez del metagenoma de 

muestras enriquecidas provenientes de respiraderos hidrotermales de la Isla Vulcano, Italia. 

La enzima pura fue sometida a una serie de ensayos en los que se analizó su actividad y 

estabilidad a diferentes condiciones de temperatura y pH. Asimismo, se evaluó su 

especificidad ante la presencia de diferentes sustratos artificiales (sustratos unidos a 

nitrofenol) y naturales (celobiosa y lactosa). Bgav1 fue sujeta también a pruebas para la 

determinación de sus parámetros cinéticos (Km, Vmax, kcat) y determinar el efecto de su 

producto de hidrólisis (glucosa) sobre su actividad enzimática.  

 

5.8.1 Influencia del pH y la temperatura 

 

La actividad β-glucosidasa se determinó a diferentes pH (Figura 18) y temperaturas (Figura 

19) utilizando las condiciones de actividad estándar con el sustrato pNPG. La enzima Bgav1 

se evaluó a un rango de pH de 4,0-9,0 quedando en evidencia una actividad más favorable 

hacia valores de pH ácidos (5,5-6,5). La enzima muestra un pH óptimo (100 % de actividad 

Ex.C 

E1 

E2 E3 

E4 
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relativa) a un valor de 6,5 y se observan actividades residuales de 10 % y 16 % a valores de 

pH de 5,0 y 8,0. 

Bgav1 se evaluó en un rango de temperaturas comprendidas entre 30-99 °C y se puede 

constatar que su temperatura óptima (= 100% actividad relativa) fue de 90 °C. A 99 °C se 

puede observar un declive significativo en la actividad residual de la enzima tras alcanzar un 

valor del 55 %.  

 

 
Figura 18. Perfil de actividad a diferentes valores de pH para la enzima recombinante Bgav1. 

El ensayo de actividad β-glucosidasa se realizó bajo las condiciones de actividad estándar. El perfil de pH se 

estimó con el buffer Britton-Robinson empleando diferentes valores comprendidos entre 4,0 y 9,0. Cada valor 

de pH se evaluó por triplicado. Las barras representan la desviación estándar asociada. 
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Figura 19. Perfil de actividad a diferentes temperaturas para la enzima recombinante Bgav1. 

El ensayo de actividad β-glucosidasa se realizó bajo las condiciones de actividad estándar. El perfil de 

temperatura se realizó con valores comprendidos entre 30-99 °C. Se empleó el buffer Britton-Robinson. Cada 

valor de temperatura se evaluó por triplicado. Las barras representan la desviación estándar asociada. 

La estabilidad térmica de Bgav1 fue evaluada en un ámbito de temperaturas entre 20-90 °C. 

Al cabo de 20 minutos de incubar la enzima a 90 °C esta pierde casi la totalidad de su 

actividad (3,7 %), mientras que a los 30 minutos se pierde en su totalidad (Figura 20). Bgav1 

a 80 °C muestra una actividad de hasta el 69 % al cabo de 3 horas, no obstante, hay una 

disminución significativa en la actividad al cabo de 24 h (12 %). Las temperaturas de 50, 60 

y 70 °C presentan porcentajes de actividad enzimática muy semejantes a lo largo de los 

tiempos evaluados. Inclusive a las 24 h no se observa una diferencia importante en la 

actividad enzimática (60-69 %) si la comparamos con el punto inicial. La enzima se muestra 

muy estable tras permanecer a 20 °C durante todos los tiempos de evaluación (Figura 21). La 

enzima recombinante Bgav1 muestra una estabilidad a valores de pH entre 5 y 8. Este 

resultado evidencia una mayor estabilidad hacia pH ácidos. Se observan valores de actividad 

relativa del 97 %, 93 %, 90 %, 89 % y 87 % al cabo de 48 h en valores de pH de 5, 5,5, 6, 

6,5 y 7 (Figura 22), respectivamente, tras compararlo a la condición inicial de la enzima. A 

un pH de 8 y 48 horas, la enzima muestra la menor actividad (81 %). 
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Figura 20. Estabilidad térmica de la enzima recombinante Bgav1 a 90°C. El ensayo de actividad 

β-glucosidasa se realizó bajo las condiciones de actividad estándar a un tiempo 0 (= 100 % actividad), 5, 10, 20 

y 30 minutos. Cada punto se evaluó por triplicado. Las barras representan la desviación estándar asociada. 

 
Figura 21. Estabilidad térmica de la enzima recombinante Bgav1. El ensayo de actividad  

β-glucosidasa se realizó bajo las condiciones de actividad estándar. Cada punto se evaluó por triplicado. Las 

barras representan la desviación estándar asociada.  
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Figura 22. Estabilidad en el pH de la enzima recombinante Bgav1. El ensayo de actividad  

β-glucosidasa se realizó bajo las condiciones de actividad estándar después de la adición del buffer 

correspondiente. Cada pH se evaluó por triplicado. Las barras representan la desviación estándar asociada. 

5.8.2 Especificidad de la enzima recombinante Bgav1 sobre diferentes sustratos 

 

La actividad enzimática de Bgav1 se evaluó sobre diferentes sustratos artificiales cuya 

característica en común es la presencia de un grupo nitrofenol. Los resultados mostraron que 

Bgav1 presentó la actividad relativa más alta contra el sustrato pNP-β-D-glucopiranósido. 

Además, Bgav1 mostró actividad sobre los sustratos pNP-β-D-galactopiranósido y  

oNP-β-D-galactopiranósido (40 % y 13 %, respectivamente). Según se muestra en la Figura 

23, tanto pNP-α-D-glucopiranósido como pNP-β-D-celobiósido son sustratos sobre los 

cuales Bgav1 reporta una actividad muy baja (3 % en ambos casos). Bgav1 no presenta 

actividad sobre pNP-β-D-manopiranósido y pNP-β-D-xilopiranósido. La actividad 

específica de Bgav1 sobre los tres sustratos con mayor actividad relativa se muestran en la 

Figura 24.   
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Figura 23. Especificidad de la enzima recombinante Bgav1 sobre varios sustratos 

artificiales. El ensayo de actividad β-glucosidasa se realizó bajo las condiciones de actividad estándar 

utilizando diferentes sustratos artificiales. Cada sustrato se evaluó por triplicado. Las barras representan la 

desviación estándar asociada. 

 
Figura 24. Actividad específica de la enzima recombinante Bgav1 asociada a sustratos 

artificiales. La actividad específica se estimó con base al ensayo de actividad β-glucosidasa bajo las 

condiciones de actividad estándar. Cada sustrato se evaluó por triplicado. Las barras representan la desviación 

estándar asociada.  
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Dada la capacidad de Bgav1 para actuar sobre los sustratos pNP-β-D-glucopiranósido y  

pNP-β-D-galactopiranósido, se procedió a analizar el grado de hidrólisis de los sustratos 

naturales celobiosa y lactosa por HPLC (Figura 25 y 26). Los cromatogramas mostraron una 

degradación total de la celobiosa y la lactosa al cabo de 3 h, 70 °C y un pH de 6,5. La señal 

cromatográfica de la celobiosa (tiempo de retención: 11,969 min) se puede observar en la 

Figura 25 tras el inicio del ensayo. La hidrólisis total de la celobiosa se evidenció tras 

observar la presencia de la glucosa (tiempo de retención: 14,263 min). Esta reacción se 

realizó por 3 h a 70 °C y un pH 6,5 y fue mediada por la enzima recombinante Bgav1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Hidrólisis de celobiosa por la enzima recombinante Bgav1. La celobiosa (1 % m/v) 

se incubó con Bgav1 en buffer Britton-Robinson (pH 6,5) a 70 °C durante 3 h. 
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Asimismo, en la Figura 26 se muestra que la lactosa (tiempo de retención: 12,378 min) fue 

degradada completamente en los dos monosacáridos que le componen: glucosa (tiempo de 

retención: 14,263 min) y galactosa (15,045 min). 

 

   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Hidrólisis de lactosa por la enzima recombinante Bgav1. La lactosa (1 % m/v) se 

incubó con Bgav1 en buffer Britton-Robinson (pH 6,5) a 70 °C durante 3 h. 

 
 

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

0 5 10 15 20 25 30 35

In
te

n
si

d
a
d

 (
n

R
U

)

Tiempo de retención (min)

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

0 5 10 15 20 25 30 35

In
te

n
si

d
a
d

 (
n

R
U

)

Tiempo de retención (min)

Lactosa  

(12,378) 

G
lu

co
sa

  

(1
4

,2
6

3
) 

G
al

ac
to

sa
  

(1
5

,0
4

5
) 



69 
 

 

5.8.3 Influencia de iones metálicos sobre la actividad de la enzima recombinante Bgav1 

 

A partir de los ensayos para evaluar la influencia de cofactores metálicos en la actividad  

β-glucosidasa se determinó que la presencia del AgNO3, indistintamente de la concentración 

evaluada, posee un efecto inhibitorio sobre Bgav1. Al comparar las diferentes 

concentraciones de cofactores metálicos evaluados, se observa en su mayoría que la 

concentración 1 mM favorece un incremento de la actividad enzimática. Tanto el KCl y el 

NaCl son excepciones a este comportamiento (Figura 27). La actividad de Bgav1 sufrió un 

incremento en la actividad enzimática de 120, 120, 137, 121 y 112 %, respectivamente, en 

presencia de AlCl3, CaCl2, MgCl2, MnCl2 y SrCl2 a una concentración de 1 mM. El MgCl2 a 

una concentración de 1 mM fue la sal metálica que favoreció un incremento más notable de 

la actividad de Bgav1. Por el contrario, la presencia de CuCl3, FeCl2, NiCl2 y ZnCl2 a 

cualquiera de las concentraciones evaluadas, produce una reducción de la actividad de Bgav1 

(Figura 27). 

 

 
Figura 27. Influencia de metales iónicos en la enzima recombinante Bgav1. El ensayo de 

actividad β-glucosidasa se realizó bajo las condiciones de actividad estándar tras utilizar diferentes 

concentraciones de sales metálicas inorgánicas. Cada concentración y sal metálica se evaluó por triplicado. Las 

barras representan la desviación estándar asociada. 
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5.8.4 Influencia de aditivos, detergentes y solventes orgánicos sobre la actividad de la 

enzima recombinante Bgav1 

 

Bgav1 incrementó su actividad en 148 % y 120 % en presencia de los aditivos DTT y EDTA, 

respectivamente (Cuadro 8). Por otro lado, el β-mercaptoetanol, ácido iodoacético y azida de 

sodio redujeron considerablemente la actividad de Bgav1 (7, 17,5 y 56 %, respectivamente). 

El Pefabloc y la urea no presentan influencia sobre la actividad de Bgav1.  

Tanto los detergentes CTAB y SDS eliminan completamente la actividad de Bgav1.Valores 

de actividad de 158, 122 y 133 % en presencia de Triton X-100, Tween 80 y Tween 20 fueron 

observados para Bgav1 (Cuadro 8).  

Todos los solventes orgánicos evaluados (10 % v/v) en presencia de Bgav1 afectaron su 

actividad negativamente. (Cuadro 8). El 1,2-propanediol y el DMSO fueron los dos 

compuestos que afectaron menos la actividad de Bgav1, con valores de 84 % y 59 %, 

respectivamente.  
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Cuadro 8. Influencia de aditivos, detergentes y solventes orgánicos en la actividad de Bgav1. 

Tipo de reactivo Reactivo Actividad relativa (%) 

 

 

 

Aditivos 

Sin aditivo 100 ± 3 

Ácido iodoacético 17,5 ± 2 

Azida de sodio 56 ± 4 

β-mercaptoetanol 7,5 ± 7 

Cloruro de guanidinio 88 ± 2 

DTT 148 ± 3 

EDTA 120 ± 6 

Pefabloc 98,5 ± 4 

Urea 95 ± 5 

 

 

 

Detergente 

Sin detergente 100 ± 4 

CHAP 82 ± 2 

CTAB 0 ± 0 

SDS 0 ± 0 

Triton X-100 158 ± 4 

Tween 20 122 ± 3 

Tween 80 133 ± 3 

 

 

 

 

Solvente orgánico 

Sin solvente orgánico 100 ± 6 

Acetonitrilo 10 ± 3 

DMF 25 ± 1 

DMSO 59 ± 3 

Etanol 25 ± 1 

Metanol 31 ± 3 

1,2-propanediol 84 ± 7 

1-propanol 6,5 ± 1 

2-propanol 32,5 ± 2 

El ensayo de actividad β-glucosidasa se realizó bajo las condiciones de actividad estándar utilizando diferentes 

aditivos, detergentes y solventes orgánicos. Cada tratamiento se evaluó por triplicado junto con su respectiva 

desviación estándar.  
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5.8.5 Parámetros cinéticos de la enzima recombinante Bgav1 

 

Basados en el supuesto de que Bgav1 se une a un sustrato de forma reversible para formar 

un complejo enzima-sustrato y que su reacción catalítica genera un producto, se determinaron 

los parámetros cinéticos según el modelo propuesto por Michaelis-Menten (Michaelis y 

Menten, 1913). La técnica de análisis de los datos para estimar el modelo no lineal se basó 

en el Método de mínimos cuadrados empleando el programa SigmaPlot 12.5 (Figura 28). El 

parámetro cinético Vmax (máxima velocidad de reacción) y Km (constante de Michaelis) 

presentaron los valores de 1051,3 μmol/min y 4,6 mM, respectivamente. Este último valor 

se asocia a la afinidad de Bgav1 por el sustrato pNP-β-D-glucopiranósido. 

El número de recambio (kcat) indica el número de moléculas de sustrato convertidas por una 

unidad catalítica. Por lo tanto, Bgav1 transformó 893 moléculas/s (Cuadro 9). La eficiencia 

de Bgav1 (kcqt/Km) sobre pNP-β-D-glucopiranósido se muestra en el Cuadro 9. Otros 

parámetros cinéticos reportados en la literatura para β-glucosidasas hipertermófilas y 

termófilas se muestran en el Cuadro 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Cinética enzimática de la enzima recombinante Bgav1 con  

pNP-β-D-glucopiranósido. El ensayo de actividad β-glucosidasa se realizó bajo las condiciones de 

actividad estándar utilizando diferentes concentraciones de pNP-β-D-glucopiranósido. Cada punto de la 

cinética se evaluó por triplicado. Las barras representan la desviación estándar asociada. 
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Cuadro 9. Parámetros cinéticos de diferentes β-glucosidasas hipertermofílicas y termofílicas 

Fuente 
Km 

(mM) 

Vmax 

(μmol/min/mg) 

kcat 

(s-1) 

kcat/Km 

(mM-1s-1) 
Referencia 

Thermotoga neapolitana 4,6 1051,3 893,1 196,7 Este trabajo 

Thermotoga maritima 0,094 NR NR NR Gablesberger et al., 1993 

Thermotoga naphtophila 0,127 18389,1 15786,8 124305,5 Kong et al., 2015 

Thermotoga thermarum 0,59 142 NR NR Zhao et al., 2015 

Thermotoga neapolitana 3,99 NR 756,1 190,3 Park et al., 2005 

Thermotoga petrophila 

RKU-1 
2,8 42700 87400 30800 Haq et al., 2012 

Thermus thermophilus 0,09 NR 23 256 Dion et al., 1999 

Dictyoglomus thermophilum 1,15 NR 238 207 Zou et al., 2012 

Nota: Todos los parámetros fueron determinados empleando el sustrato pNP-β-D-glucopiranósido.  

 

5.8.6 Inhibición por glucosa de la enzima recombinante Bgav1 

 

Dentro de las características que se buscan en una β-glucosidasa con miras a aplicaciones en 

la conversión de material celulósico se encuentra su tolerancia a la glucosa. Bgav1 mostró 

una actividad superior al control a concentraciones de 0,1 M (158 %), 0,25 M (170 %) y 0,5 

M (137 %) hasta encontrar un punto semejante a la actividad enzimática contra el control a 

una concentración de 1 M (96,5 %) (Figura 29). Inclusive a una concentración de glucosa de 

1,5 M se observa que hay una actividad relativa del 124 %, lo cual muestra el alto grado de 

tolerancia de esta enzima al producto de su actividad catalítica. 
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Figura 29. Tolerancia de la enzima recombinante Bgav1 a la glucosa. El ensayo de actividad  

β-glucosidasa se realizó bajo las condiciones de actividad estándar utilizando diferentes concentraciones de 

glucosa. Cada concentración se evaluó por triplicado. Las barras representan la desviación estándar asociada. 
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6. Discusión 

 

La búsqueda de nuevas enzimas con aplicaciones industriales continúa siendo un área de gran 

interés en nuestros días. Dado que la gran mayoría de microorganismos no se logran cultivar 

bajo condiciones de laboratorio, la metagenómica amplió las posibilidades de obtener nuevos 

biocatalizadores con potencial industrial. En este trabajo, se plantea el uso de un enfoque 

basado en secuencias para extraer enzimas β-glucosidasas de interés a partir de dos ambientes 

diferentes: microhábitats asociados a insectos pasálidos y respiraderos hidrotermales de la 

Isla Vulcano. Un elemento clave para obtener la enzima recombinante Bgav1, a partir de 

respiraderos hidrotermales de la Isla Vulcano, fue el uso del ADN proveniente de muestras 

ambientales. El ADN extraído a partir de muestras ambientales permite el acceso a un 99% 

de los microorganismos presentes (Schröder, 2013). Por lo tanto, la información genética 

obtenida a partir de estos dos ambientes se utilizó para la bioprospección de enzimas  

β-glucosidasas con potencial aplicación en biorrefinerías.  

6.1 Búsqueda de enzimas β-glucosidasas a partir de microhábitats de insectos pasálidos 

 
Las tres secuencias β-glucosidasas seleccionadas provienen de metagenomas de intestinos de 

larvas de pasálidos. Esto sugiere que el estado larval en estos insectos constituye una etapa 

de alto consumo en nutrientes en donde la madera triturada debe ser digerida y transformada 

de forma eficiente por parte de la microbiota intestinal para satisfacer la demanda necesaria 

en el desarrollo del insecto. La flora intestinal de los insectos juega un papel preponderante 

en la degradación del alimento, nutrición, fijación de nitrógeno, síntesis de feromonas, 

patogénesis y adaptación al medio ambiente (Vargas et al., 2014). Recientemente se encontró 

que la microbiota presente en intestinos de larvas y adultos pasálidos está constituida 

mayoritariamente por bacterias del filo Firmicutes y arqueas del filo de Euryarchaeota 

(Vargas-Asensio, 2019). En un hallazgo semejante, las comunidades bacterianas descritas en 

el intestino de larvas del escarabajo saprófago Pechnoda ephippiata fueron asociadas a 

grupos filogenéticos de bacterias tales como Lactobacillales, Clostridiales y Bacillales, todas 

del filo Firmicutes, así como otras del filo Bacteroidetes y Actinobacteria (Egert et al., 2003). 

Por otro lado, la microbiota cultivable presente en intestinos de larvas y adultos en nueve 

especies de escarabajos de cuernos largos pudo evidenciar la predominancia de filos 
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bacterianos como Proteobacteria, Actinobacteria y Firmicutes (Park et al., 2007). 

Interesantemente, bacterias del filo Firmicutes han sido reportados como habitantes 

intestinales en varios insectos que se alimentan de materiales lignocelulolíticos tales como 

termitas y cucarachas (Chew et al. 2018; Vďačný et al., 2018). Lo anterior sugiere que el filo 

Firmicutes forma parte de la microbiota intestinal de diferentes larvas y adultos de insectos 

que se alimentan de materiales recalcitrantes, entre ellos, los escarabajos pasálidos. 

Las bacterias del filo Firmicutes se han asociado a roles en la descomposición de 

carbohidratos complejos y fermentación de azúcares simples (Rubin, 2008). Por ejemplo, el 

intestino de abejas de la miel (Apis mellifera) alberga una comunidad bacteriana dominada 

por dos grupos de especies de Lactobacillus; lo cual supone que sustratos ricos en 

carbohidratos (p.e. glucosa y fructosa), ingeridos a partir de la dieta (p.e. néctar, miel y 

polen), deben ser fermentados en el intestino (Kwong y Moran, 2016). En los intestinos de 

insectos pasálidos se han reportado bacterias con capacidad celulolítica de las familias 

Clostridiaceae, Lachnospiraceae y Ruminococcaeae, miembros del filo Firmicutes (Vargas-

Asensio, 2019). Las secuencias proteicas de Bgap1, Bgap2 y Bgap3 son homólogas con la 

bacteria Lachnoclostridium phytofermentans (Clostridium phytofermentans), orden 

Clostridiales y clase Clostridia, respectivamente (Cuadro 7). La bacteria Lachnoclostridium 

phytofermentans (anaerobio obligado) posee la característica de fermentar la gran mayoría 

de componentes de la biomasa vegetal (p.e. celulosa, hemicelulosa y pectina) y transformarlo 

en etanol como producto principal del proceso fermentativo (Warnick et al., 2002). Otras 

bacterias como Clostridium cellulolyticum y Clostridium thermocellum han demostrado su 

eficacia en la degradación de celulosa mediante la producción de complejos enzimáticos 

llamados celulosomas (Petit et al., 2015). Lemke y colaboradores (2003) demostraron la 

presencia de diferentes productos fermentativos como acetato, lactato, formato y ácidos 

grasos de cadena corta en diferentes tractos intestinales de larvas del escarabajo saprófago 

Pechnoda ephippiata. Lo anterior sugiere que el intestino de larvas de pasálidos sería un sitio 

activo en la degradación y fermentación de estos materiales recalcitrantes, que sería mediado 

en parte por bacterias del filo Firmicutes.  

El mecanismo de catálisis descrito para las β-glucosidasas involucra dos residuos ácidos de 

glutamato o aspartato en los respectivos dominios catalíticos ácido/base y de ataque 

nucleofílico (Wang et al., 2013). Las β-glucosidasas de la familia GH 1 utilizan un residuo 
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de glutamina como nucleófilo catalítico (Santos et al. 2016). Los motivos de ataque 

nucleofílico de Bgap1 y Bgap2 poseen una serina (S) y una alanina (A), respectivamente 

(Figura 6, Cuadro 7). El rol de la serina (S) como nucleófilo ha sido descrito para  

serin-proteasas (Radisky et al., 2006). Por otro lado, la alanina (A) posee una cadena lateral 

no reactiva (Whitford, 2005). Lo anterior sugiere que, aunque no se pudo obtener las enzimas 

recombinantes activas, las proteínas putativas funcionales podrían tener un mecanismo de 

catálisis diferente al descrito para β-glucosidasas de la familia GH 1. Otra posibilidad es que 

los cambios observados se deban a mutaciones (p.e. mutación con cambio de sentido) 

presentes en las secuencias en donde la sustitución de un nucleótido puede alterar la presencia 

de un aminoácido (Hartl y Jones, 2001). Por ejemplo, el uso de codones para la alanina en 

Clostridium perfringens y Clostridium acetobutylicum se da principalmente entre los 

codones GCU y GCA (ARNm), mientras que para el glutamato se emplea principalmente 

GAA (Musto et al., 2003). Una mutación puntual del primer nucleótido A en el codón GAA 

(glutamato) por el nucleótido C podría generar el cambio a GCA y codificar por una alanina.   

La estructura básica general de un gen procariota podría contemplar la presencia de una 

región promotora, una región operadora, una región Shine-Dalgarno, un codón de inicio y un 

codón de terminación (Snyder y Champness, 2007). Las secuencias bgap1, bgap2 y bgap3, 

obtenidas de los metagenomas de intestinos de larvas de pasálidos, presentan tres codones de 

inicio diferentes: GTG, ATG y TTG (GUG, AUG y UUG en ARNm), respectivamente 

(Cuadro 5). Todos estos codones de inicio han sido reportados para bacterias y arqueas, 

siendo ATG el codón de inicio más eficiente dentro de estos organismos (Golderer et al. 

1995; Sazuka & Ohara 1996; Wang et al. 2003). El codón de inicio ATG (N-

formilmetionina) es comúnmente utilizado al inicio de la síntesis de proteínas procariotas, 

mientras que GTG (Valina) y TTG (Fenilalanina) son codones de inicio alternativos en la 

síntesis de proteínas entre varios dominios (Cuadro 5) (Hartl y Jones, 2001). Korkmaz y 

colaboradores (2014) señalan que, en bacterias, los codones de terminación que suelen estar 

presentes son TAG, TGA y TAA (UAG, UGA y UAA en ARNm). Estos elementos, junto 

con la ubicación de regiones Shine-Dalgarno corriente arriba del gen, sugieren que las 

secuencias provenientes de metagenomas de intestinos de larvas de pasálidos poseen una 

estructura con características afines a un gen procariota. La presencia de estos genes, 

asociados a bacterias del filo Firmicutes, proporcionan evidencia del rol que realizan estos 
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en la degradación de materiales recalcitrantes dentro del intestino de larvas de insectos 

pasálidos.  

Tras realizar ensayos de expresión de bgap1, bgap2 y bgap3 se pudo constatar la formación 

de cuerpos de inclusión en todos los casos (Figura 10 A-B). Los cuerpos de inclusión son 

agregados proteicos (50-800 nm) comúnmente observadas en bacterias recombinantes. 

Ácidos nucleicos y restos proteicos celulares (p.e. chaperonas y polipéptidos) pueden formar 

parte de estas estructuras (Rinas et al., 2017). Baneyx & Mujacic (2004) señalan que la 

formación de agregados insolubles, en proteínas producidas de manera recombinante, están 

asociadas a la velocidad de síntesis (promotores fuertes y concentración de inductor) y a 

modificaciones post-traduccionales (p.e. enlaces disulfuro inter e intramoleculares) 

inapropiados. Se ha sugerido que la falta de compartimentalización celular en E. coli genera 

un ambiente reductor durante la síntesis de proteínas que afecta la formación de enlaces 

disulfuro necesarios en el plegamiento de las proteínas (Schein, 1989). Varias estrategias han 

sido planteadas para reducir la formación de cuerpos de inclusión y optimizar in vivo las 

propiedades de proteínas heterólogas, entre ellos, la incubación a bajas temperaturas y bajas 

concentraciones de inductor, coexpresión de chaperonas y foldasas, fusión de la proteína a 

elementos que favorezcan su solubilización, expresión de la proteína en diferentes 

compartimentos celulares, entre otros (Fahnert et al., 2004). En el presente trabajo el uso de 

bajas concentraciones del inductor (0,1 mM) no fue una estrategia útil para evitar la 

formación de cuerpos de inclusión, sin embargo, otra alternativa rápida podría desarrollarse 

para expresar las enzimas recombinantes de pasálidos, por ejemplo, incubación e inducción 

de las cepas a bajas temperaturas, por ejemplo, por debajo de los 30 °C (Schein, 1989). Dado 

que el origen taxonómico de las tres secuencias de intestinos de pasálidos se asocia al filo 

Firmicutes otra posibilidad interesante es el uso de otro sistema de expresión basado en el 

microorganismo modelo Gram positivo, Bacillus subtilis (Cui et al., 2018).  

El proceso de purificación de Bgap1, Bgap2 y Bgap3 no mostró la presencia de alguna de las 

posibles β-glucosidasas en las fracciones de elución (Figura 12). Existen varios tipos de 

interacciones, por ejemplo, interacciones electrostáticas o dipolo-dipolo que pueden causar 

alteraciones en la superficie de una proteína exponiendo regiones hidrofóbicas que pueden 

conducir a la formación de agregados proteicos (Cromwell et al., 2006). Además, el pH del 

buffer empleado puede también ocasionar cambios conformacionales en las proteínas (Cao 
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et al., 2015). La formación de agregados o plegamientos inapropiados pudo favorecer 

conformaciones proteicas que afectaron negativamente la interacción entre la cola de 

histidinas (extremo C-terminal) y la matriz Ni-NTA. Otro factor que pudo afectar la presencia 

de las β-glucosidasas en el proceso de purificación fue la actividad proteolítica intracelular. 

Los roles principales de las proteasas intracelulares incluyen la degradación de enzimas 

dañadas, así como la degradación de sustratos específicos dentro de rutas metabólicas 

celulares (Kwon et al., 2011). Aún cuando E. coli BL21 (DE3) no produce las proteasas que 

degradarían las proteínas recombinantes en las etapas de purificación, alguna actividad 

proteolítica remanente podría afectar la degradación de la fracción de proteína soluble. 

Además de la carga metabólica que sufre una célula bacteriana recombinante al albergar una 

carga extra de ADN, la célula bacteriana también enfrenta estrés tras la síntesis de proteínas 

recombinantes en el interior celular (Sørensen et al., 2005). La toxicidad asociada a una 

proteína recombinante puede darse cuando esta posee funciones innecesarias o que su 

funcionamiento afecta la célula hospedera (Rosano et al., 2014). Esta condición puede afectar 

la homeostasis de la bacteria y el crecimiento celular manifestándose a través de un 

decrecimiento de la tasa de crecimiento, densidades celulares bajas y muerte celular (Dong 

et al., 1995). Por otro lado, se ha observado que ante la presencia de proteínas recombinantes 

mal plegadas, la célula bacteriana activa una respuesta de choque al calor en donde se 

incrementa la síntesis de chaperonas y la actividad proteolítica (p.e. Clp y DegP) (Fahnert et 

al., 2004). Lo anterior sugiere que la reducción de la viabilidad celular observada en las 

pruebas de agar con sello de esculina para las cepas que expresan los genes de intestinos de 

pasálidos podría estar dada por el efecto tóxico asociado a los cuerpos de inclusión, o bien, a 

la actividad proteolítica inducida sobre moléculas esenciales para la bacteria.  

Los resultados obtenidos con bgap1, bgap2 y bgap3 utilizando pET28a permitieron explorar 

otras estrategias alternativas con el fin de producirlas. Para ello, se utilizó el sistema de 

expresión basado en pQE-80L que buscaba la adición de la cola de histidinas en el extremo 

N-terminal y no en el C-terminal de las proteínas. No obstante, se evidenciaron problemas 

en la etapa de digestión de pJET1.2/blunt (bgap1 y bgap3) y la ligación de bgap2 en pQE-

80L. En los genes bgap1 y bgap3 se observó una inconsistencia con la banda de ADN 

obtenida (≈ 6 kb) ya que se esperaban dos bandas producto de la digestión (una de 

pJET1.2/blunt-2.9kb y la otra de bgap1 o bgap3-1,3kb) o bien, una banda de ≈ 4,2kb en 
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ausencia de digestión. Lo anterior sugiere un problema de contaminación con ADN externo 

durante la ejecución de los ensayos. Por su parte, los resultados con el gen bgap2 sugieren 

que la extracción de la banda de ADN a partir del gel de agarosa produjo pérdidas de material 

biológico que afectaron posteriormente la reacción de ligación con pQE-80L. 

La limpieza del ADN de los genes de intestinos de pasálidos (bgap1, bgap2 y bgap3) 

directamente del gel no funcionó para la etapa de subclonaje en pJET1.2/blunt ni para el 

clonaje directo de los genes bgap1 y bgap3 (saltándose el subclonaje en pJET1.2/blunt) en 

pQE-80L. Los resultados en ambas estrategias sugieren que el proceso de recuperación del 

ADN (extracción a partir de geles de agarosa) fue ineficiente y evitó contar con material 

suficiente para las etapas correspondientes.  

6.2 Búsqueda de enzimas β-glucosidasas a partir de respiraderos hidrotermales de la 

Isla Vulcano 

 

Debido a que las enzimas β-glucosidasas provenientes de intestinos de larvas de escarabajos 

pasálidos no se lograron producir, se partió de los metagenomas de respiraderos 

hidrotermales de la Isla Vulcano en Italia dado su potencial para la búsqueda de enzimas  

β-glucosidasas. Los metagenomas fueron proporcionados gracias a la colaboración recibida 

por parte del Instituto de Microbiología Técnica de la Universidad Técnica de Hamburgo 

(TUHH). Para esta etapa se contó con ADN como material base (extraído a partir de un 

crecimiento de comunidades bacterianas en laboratorio bajo condiciones anaerobias, aerobias 

y anaerobias-enriquecidas con carboximetilcelulosa) así como con el metagenoma in silico 

de este ambiente. 

Un total de ocho secuencias putativas que codifican para enzimas β-glucosidasas fueron 

sometidas a varios análisis bioinformáticos (Cuadro 4). En su mayoría, las secuencias 

provenientes de los metagenomas de la Isla Vulcano poseen homología con proteínas 

asociadas a bacterias y arqueas hipertermófilas (Cuadro 7). Estos resultados concuerdan con 

lo reportado por Antranikian y colaboradores (2017) en donde describen la diversidad 

bacteriana y de arqueas asociada a dos respiraderos hidrotermales de la Isla Vulcano. Tras la 

asignación taxonómica empleando la herramienta “Blast” desde la base de datos UniProt se 

logró determinar que Bgav2 proviene de la arquea anaerobia, heterótrofa y dependiente de 

azufre Staphylotermus marinus aislada por primera vez a partir de sedimentos de la Isla 
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Vulcano (Anderson et al. 2009), mientras que Bgav5 proviene de Thermosphaera aggregans 

una bacteria anaerobia estricta, heterótrofa y con metabolismo fermentativo (Spring et al. 

2010). Por su parte, Bgav1 proviene de Thermotoga neapolitana una bacteria microaerofílica 

capaz de metabolizar mono y polisacáridos (Childers et al. 1992; Van Ooteghem et al. 2004). 

Lo anterior indica la presencia de microorganismos hipertermófilos, anaerobios y 

heterótrofos cuyo rol ecológico en los respiraderos hidrotermales de la Isla Vulcano estaría 

asociado al consumo de carbohidratos complejos y proteínas como fuente de carbono (Adams 

y Kelly, 1995). 

Las secuencias de la Isla Vulcano junto con las secuencias de intestinos pasálidos fueron 

comparadas entre sí en términos de su identidad. Los resultados permitieron constatar que 

todas son considerablemente diferentes entre sí (por debajo de un 62 % en identidad) (Cuadro 

6). Tiwari y colaboradores (2016) determinaron que al analizar 60 secuencias asociadas a  

β-glucosidasas (GH 1) a partir del metagenoma de tres nichos diferentes (suelo del Himalaya, 

estiércol vacuno y composta) un 20, 5 y 35 %, respectivamente, poseen similitudes proteicas 

bajas (menores a 70 %) contra β-glucosidasas de la familia GH 1 reportadas en GeneBank. 

Además, lograron concluir que la distribución y diversidad de β-glucosidasas es dependiente 

del hábitat e influenciado por la disponibilidad de nutrientes en el mismo. Dicha información 

sugiere la abundancia aún inexplorada presente entre las β-glucosidasas de la familia GH 1, 

así como la importancia de explorar nichos novedosos para buscar este tipo de enzimas. 

Todas las secuencias de la Isla Vulcano poseen ambos motivos catalíticos, así como la 

presencia de residuos de glutamato como aminoácidos claves. Esta característica concuerda 

con lo descrito en la literatura (Wang et al., 2013; Santos et al. 2016). Por lo tanto, todas las 

secuencias en estudio poseen los motivos catalíticos ácido/base y de ataque nucleofílico 

asociados a β-glucosidasas de la familia GH 1 lo cual muestra que las posibles enzimas y 

Bgav1 poseen estos elementos básicos para ser activas.  

El gen bgav1 fue el único que se pudo extraer a partir de las muestras de ADN utilizadas. Un 

factor determinante en la obtención de bgav1 fue la condición de enriquecimiento a la que se 

sometió esta muestra. La carboximetilcelulosa empleada para enriquecer las muestras de la 

Isla Vulcano favoreció la proliferación de un grupo de microorganismos (anaerobios 

heterótrofos) dentro de la comunidad microbiana presente. Esta condición permitió obtener 

una mayor cantidad de ADN asociado a microorganismos degradadores de 
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carboximetilcelulosa en comparación con las muestras sin enriquecer extraídas bajo 

condiciones aerobias y anaerobias. Otra posible explicación a este resultado podría ser que 

los imprimadores diseñados para los restantes cuatro genes hallan generado estructuras 

secundarias (p.e. dímeros o estructuras tipo “prensa de cabello”) que afectaran la reacción de 

PCR. Las secuencias complementarias en los imprimadores pueden generar estructuras 

secundarias que afecten el funcionamiento de este, así como la reacción de PCR 

(Banaganapalli et al., 2019). 

La expresión heteróloga de Bgav1 funcionó de manera satisfactoria (Figura 16). Este 

resultado sugiere que la posible fuente de Bgav1, Thermotoga neapolitana, pudo facilitar el 

proceso de traducción del gen debido a la presencia de ARNt afines a bacterias Gram 

negativas. Es sabido que usos de codones sesgados disminuyen la expresión heteróloga de 

proteínas en E. coli (Burgess-Brown et al., 2008).  

Por su parte, el proceso de purificación de Bgav1 permitió la obtención de la proteína 

recombinante soluble en todas las fracciones de elución. No obstante, se pudo observar la 

formación de cuerpos de inclusión en la fracción insoluble (Figura 14-C). Lo anterior sugiere 

que en caso de querer disminuir la presencia de los cuerpos de inclusión se podría realizar 

una estrategia de optimización de las condiciones de expresión, por ejemplo, a través de la 

inducción de la expresión a temperaturas bajas (por debajo de los 30 °C) o bien, evaluando 

diferentes concentraciones del inductor (IPTG).    

La determinación de la masa de Bgav1 basado en el marcador de peso molecular del SDS-

PAGE indicó que esta posee un tamaño de ≈ 50 kDa (Figura 14-C). Dicho valor concuerda 

con la determinación teórica de la masa de Bgav1: 51 kDa (Cuadro 7). Según Bathia y 

colaboradores (2002), la gran mayoría de las β-glucosidasa bacterianas pertenecientes a la 

familia GH 1 tienen pesos moleculares relativamente bajos que rondan los 50 kDa. Kong y 

colaboradores (2015) obtuvieron una β-glucosidasa recombinante extraída de la cepa 

Thermotoga naphtophila RUK-10 y expresada en E. coli BL21 (DE3) con un tamaño de 51 

kDa. Otros autores reportan la expresión de β-glucosidasas de la GH1 con tamaños de 50 

kDa inclusive provenientes de fuentes alternas a bacterias (Chuenchor et al., 2006). Este 

resultado sugiere que las enzimas β-glucosidasas de la familia GH 1 con tamaños alrededor 

de los 50 kDa se encuentran presentes en varios dominios de la vida. En este caso, la enzima 
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recombinante Bgav1 se ajusta a los tamaños esperados para enzimas β-glucosidasas 

bacterianas de la familia GH 1.  

6.3. Caracterización bioquímica de Bgav1 

 

6.3.1 Perfil y estabilidad de pH y temperatura en la enzima recombinante Bgav1 

 

Las condiciones de acidez (pH 6,5) y altas temperaturas (90 °C) son las condiciones óptimas 

determinadas para la extremoenzima Bgav1. Inclusive, en un ámbito de 5,5-6,5 se encuentra 

que la actividad relativa de Bgav1 está sobre el 65 %. La actividad enzimática es modificada 

por el grado de protonación en los residuos que conforman una enzima, afectando su carga 

neta y por ende su interacción con el sustrato. Grupos iónicos ácido/base asociados a 

reacciones catalíticas en β-glucosidasas no escapan a este comportamiento (Colussi et al., 

2015). Por otro lado, en un ámbito de 80-90 °C la actividad relativa está sobre el 98 %. Las 

características señaladas son esperables dado que los sitios de muestreo se caracterizan por 

presentar pH ácidos ( 5,9) y temperaturas de 100 °C (Antranikian et al., 2017).  

Se presume que Bgav1 proviene de la bacteria hipertermófila Thermotoga neapolitana. En 

un trabajo con la misma especie, Park y colaboradores (2005) reportan una β-glucosidasa 

cuyo pH y temperatura óptima se encuentran en un rango entre 5-7 y 95 °C. Interesantemente, 

dicha enzima presentó una actividad del 94 % a 100 °C. Por consiguiente, se ha reportado 

una β-glucosidasa con mejores características que Bgav1 en términos de temperatura óptima 

y pH óptimo, sin embargo, esto no limita su aplicabilidad en procesos de sacarificación y 

fermentación de materiales lignocelulósicos los cuales ocurren usualmente entre 35-50 °C y 

pH de alrededor de 5 (Viikari et al., 2007). 

El perfil obtenido con Bgav1 concuerda con otras β-glucosidasas provenientes del género 

Thermotoga. Por ejemplo, a partir de la cepa Thermotoga thermarum DSM 5069T se obtuvo 

una β-glucosidasa con pH y temperaturas óptimas de 4,8 y 90 °C, respectivamente (Zhao et 

al., 2013). Kong y colaboradores (2015) describieron una β-glucosidasa obtenida de la cepa 

Thermotoga naphtophila RUK-10 cuyo pH óptimo y temperatura se encuentran en 7,0 y 95 

°C, respectivamente. Características semejantes a Bgav1 han sido reportadas en una 

 β-glucosidasa heteróloga de Thermotoga maritima en donde sus valores óptimos de pH y 
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temperatura se encuentran entre 6-6,2 y 90 °C empleando pNPGlu como sustrato 

(Gabelsberger et al., 1993). 

Bgav1 muestra un comportamiento termoestable en su actividad. Tras 2 h y 3 h de incubación 

a 80 °C, Bgav1 (GH1) presenta un 81 % y 69 % de actividad relativa, respectivamente. En 

otro estudio, Akram y colaboradores (2016) reportan una β-glucosidasa (GH 1) termoestable 

de la cepa Thermotoga naphtophila RUK-10T que mantiene un 100 % y alrededor del 95 % 

de su actividad relativa al cabo de 2 h y 3 h de incubación, respectivamente. Entre los 50-70 

°C, Bgav1 permanece con porcentajes de actividad relativa por encima del 60 % al cabo de 

24 h. Dicha cualidad hace útil esta enzima con miras a procesos biotecnológicos que 

requieran temperaturas de hasta 70 °C por un espacio de 24 h. Además, procesos que 

requieran 80 °C hasta por 3 h podrán contar con una enzima cuya actividad rondará un 69 % 

con respecto a su condición óptima.  

La estabilidad en términos de un amplio espectro de pH es otra característica de Bgav1. En 

un intervalo de pH entre 5 y 8 la enzima presenta actividades relativas superiores a un 80 % 

al cabo de 48 h. Una β-glucosidasa hipertermófila de la cepa Thermotoga naphtophila RUK-

10T presenta actividades relativas sobre el 80 % entre valores de pH de 6-9, sin embrago, la 

enzima fue preincubada a 70 °C por 1 h (Akram et al., 2016). Esta cualidad le confiere 

características industriales interesantes a Bgav1 considerando aplicaciones en la degradación 

de materiales lignocelulósicos en donde los materiales son sometidos a pretratamientos 

ácidos.  

Las cualidades descritas anteriormente para Bgav1 y otras β-glucosidasas del género 

Thermotoga coinciden con las características ecológicas de los ambientes de donde se 

aislaron inicialmente estas cepas. Por ejemplo, T. neapolitana y T. marítima se obtuvieron 

de ambientes marinos (sedimentos o agua) con altas temperaturas y condiciones de pH 

ácidas, mientras que T. thermarum se obtuvo a partir de manantiales de solfataras 

continentales con altas temperaturas (Winberger et al., 1989). Análisis químicos de las 

muestras provenientes de la Isla Vulcano evidenciaron la presencia de hierro, materia 

orgánica, sodio, cloro, nitratos, fosfatos, azufre y sulfatos (Antranikian et al., 2017). 

Compuestos a base de azufre metabolizados por comunidades microbianas presentes (p.e. 

microorganismos reductores de azufre y sulfato) podrían estar asociados al grado de acidez 

en estos ambientes. Temperaturas de 100°C, así como la presencia de materia orgánica son 
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dos características que explican la presencia de la bacteria anaerobia, hipertermófila y 

heterótrofa obligada, Thermotoga neapolitana, dentro de la comunidad microbiana de estos 

ambientes. Un enriquecimiento en el laboratorio de la comunidad microbiana anaerobia 

heterótrofa brindó la posibilidad de clonar la enzima Bgav1 con las cualidades descritas 

anteriormente. Esto sugiere la relevancia de conocer las características ecológicas y 

fisicoquímicas de un determinado ambiente para dirigir y delimitar la bioprospección de 

moléculas de interés. 

 

6.3.2 Especificidad de la enzima recombinante Bgav1 por diferentes sustratos 

 

La enzima recombinante Bgav1 mostró una especificidad importante con el sustrato 

cromogénico pNP-β-D-glucopiranósido en comparación contra los otros sustratos evaluados. 

En general, la actividad específica de Bgav1 (517,7 U/mg) contra pNP-β-D-glucopiranósido 

presentó valores altos. Esto tras determinar que la gran mayoría de actividades específicas 

reportadas empleando β-glucosidasas y el sustrato pNP-β-D-glucopiranósido se encuentran 

por debajo de 200 U/mg aproximadamente (Shrestha et al., 2015). No obstante, actividades 

específicas de 1300 U/mg (pH 5,5 y 95 °C) y 30400 U/mg (pH 5,5 y 95 °C) con  

β-glucosidasas de Pyrococcus furiosus y Thermotoga petrophila han sido descritas (Haq et 

al., 2012; Oh et al., 2014). An y colaboradores (2004) han reportado una actividad específica 

de 553 U/mg con una β-glucosidasa de Pectobacterium carotovorum a un pH de 7 y 40 °C 

siendo este el reporte más próximo a nuestros resultados. 

En concordancia con lo visto en los sustratos artificiales, Bgav1 hidrolizó la celobiosa y la 

lactosa completamente al cabo de 3 h. Una amplia especificidad dentro de las β-glucosidasas 

se asocia a la capacidad de degradar varios sustratos con enlaces β-diglicósidos 1→1 (p.e. 

treahlosa), 1→2 (p.e. soforosa), 1→3 (p.e. laminarina), 1→4 (p.e. celobiosa y lactosa) y 1→6 

(p.e. gentobiosa) (Park et al., 2005). Sin embargo, con los sustratos evaluados y los resultados 

obtenidos, se sugiere que Bgav1 puede ser considerada una β-glucosidasa con capacidad de 

degradar enlaces β1→4 solamente. Las β-glucosidasas están involucradas también en la 

degradación de lactosa sugiriendo un rol clave en el metabolismo de carbohidratos en 

Archaea, Bacteria y Eukarya (Kang et al., 2004). La capacidad de Bgav1 para degradar 
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celobiosa y lactosa evidencia un posible rol ecológico de Thermotoga neapolitana para 

fermentar carbohidratos simples en ambientes marinos (Gabelsberger et al., 1993).  

En ocasiones la hidrólisis de sustratos artificiales y naturales puede variar tal como ocurrió 

con el pNP-β-D-celobiósido y la celobiosa. Esto puede deberse al tamaño, carga o las 

propiedades de unión característicos de cada sustrato artificial (Shröder, 2013).  

Las cualidades observadas en Bgav1 sugieren que esta enzima podría ser eficiente en la 

degradación de la celobiosa. La celobiosa se encuentra presente en las etapas de 

sacarificación de la biomasa en procesos asociados a biorrefinerías.  

 

6.3.3 Influencia de cofactores, aditivos, detergentes y solventes orgánicos en la enzima 

recombinante Bgav1. 

 

La concentración de metales iónicos que favoreció mayoritariamente la actividad de Bgav1 

fue 1mM. La actividad relativa enzimática se incrementó en presencia de Al3+, Ca2+, Mg2+, 

Mn2+ y Sr2+ (1 mM). De estos destaca el catión divalente Mg2+ con un 137 % de actividad 

relativa. De manera similar, un 154 % de actividad relativa fue reportada en una  

β-glucosidasa del hongo termófilo Talaromyces thermophilus CBS 236.58 al evaluar MgCl2 

a una concentración de 1 mM (Nakkharat et al., 2006). En este mismo trabajo se observó que 

tras emplear concentraciones crecientes (10 mM a 100 mM), la actividad relativa tendió a 

disminuir (134 y 104 %, respectivamente) hasta alcanzar un valor semejante al control. 

Bgav1 presentó una tendencia semejante en donde tras evaluar las concentraciones 5 mM y 

10 mM se obtuvo valores de actividad relativa de 114 y 102 %, respectivamente. Lo anterior 

podría sugerir que la actividad de Bgav1 podría incrementarse en presencia de MgCl2 1 mM, 

no obstante, se requieren más ensayos en los que se evalúe si en presencia de MgCl2 1 mM 

se incrementa considerablemente la eficiencia de la enzima (kcat/Km).  

La presencia de los cationes divalentes Cu2+, Fe2+, Ni2+ y Zn2+ a cualquiera de las 

concentraciones evaluadas produce una reducción de la actividad de Bgav1. Varios autores 

reportan el efecto inhibitorio asociado a estos metales iónicos contra β-glucosidasas en 

concentraciones entre 1 y 10 mM (Li et al., 2013; Liu et al., 2017; Patchet et al., 1987; Riou 

et al., 1998). La AgNO3
 presentó un efecto inhibitorio en cualquiera de las concentraciones 
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evaluadas. Tanto la plata como el cobre han sido reportados como potentes inhibidores de las 

β-glucosidasas (Cairns y Esen, 2010). 

Bgav1 vio favorecida su actividad tras la adición de ditiotreitol (DTT) (Cuadro 8). El DTT 

(reactivo de Cleland) es un agente reductor que evita la formación de enlaces disulfuro entre 

residuos de cisteína presentes en enzimas mejorando su estabilidad (Hermanson, 2013; 

Winkler et al., 2006). No obstante, Bgav1 solamente presenta una cisteína en su estructura 

primaria con lo cual no podría formar enlaces disulfuro. Es evidente que el efecto reductor 

del DTT estaría asociado a otros residuos de manera que se afecte la estructura global de la 

proteína permitiendo potenciar su actividad. El efecto del DTT sobre una β-glucosidasa 

termoestable de Thermotoga neapolitana tuvo un incremento sostenido de su actividad hasta 

concentraciones de 100 mM (Park et al., 2005). Por su parte, el EDTA (agente quelante) 

posee la capacidad de capturar cationes metálicos divalentes (Das y Dash, 2015). La fosfatasa 

alcalina hipertermófila de Pirococcus furiosus, afín a metales iónicos divalentes, fue 

desactivada de forma significativa tras la adición de EDTA sugiriendo su dependencia hacia 

este tipo de moléculas para potenciar su actividad (Minamihata et al., 2012). No obstante, 

los resultados de Bgav1 sugieren que esta podría prescindir de iones metálicos sin afectar su 

actividad. Aunque es considerado otro compuesto reductor, el β-mercaptoetanol  

(2-mercaptoetanol) posee un efecto negativo importante sobre Bgav1. Esto puede deberse a 

que el β-mercaptoetanol es un agente reductor más fuerte que el DTT. Borgi y Gargouri 

(2016) reportan una actividad relativa del 48 % tras emplear β-mercaptoetanol a 3 mM contra 

una β-glucosidasa termoestable y ácido tolerante. Asimismo, el ácido iodoacético tuvo un 

efecto inhibitorio importante sobre Bgav1. El comportamiento observado puede deberse a 

que el iodoacetato posee la capacidad de reaccionar sobre diferentes grupos funcionales en 

las proteínas, por ejemplo, el grupo sulfhidrilo de las cisteínas, los nitrógenos laterales del 

imidazol en la histidina, el grupo tioéter de la metionina, el grupo ε-amina primario de la 

lisina y α-aminas del extremo N-terminal (Hermanson, 2013). Si se considera que Bgav1 está 

constituida por un total de 442 aminoácidos, y de estos 12 son histidinas, 11 metioninas y 34 

lisinas, alrededor de un 13% del total de residuos son potenciales blancos de este compuesto. 

Por lo tanto, el uso de Bgav1 queda restringido en procesos que estén en presencia de  

2-mercaptoetanol y ácido iodoacético. 
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Tras el empleo de varios detergentes se observó el efecto adverso del CTAB y el SDS sobre 

Bgav1 (Cuadro 8). El CTAB es un detergente catiónico hidrosoluble empleado comúnmente 

en procesos de lisis celular que posee la cualidad de formar complejos con polisacáridos y 

proteínas (Das y Dash, 2015). Bgav1 cuenta con un total de 58 residuos (13 %) de glutamato 

y aspartato, de los cuales dos residuos de glutamato son claves en los dos motivos catalíticos. 

Por lo tanto, el efecto observado puede deberse a interacciones importantes contra residuos 

cargados negativamente, no solo a lo largo de la enzima sino puntualmente en el sitio 

catalítico. El SDS es un potente detergente aniónico que modifica las cargas en estado nativo 

de las proteínas a cargas negativas, provocando así su desnaturalización (Whitford, 2005). 

Tal como se observa con Bgav1, su efecto adverso ha sido documentado sobre varias enzimas 

(Guzman et al., 2016). Los surfactantes o detergentes no iónicos como el Tween y el Triton 

X-100 permiten mantener la conformación nativa y activa de las enzimas (Felczykowska et 

al., 2015). Bgav1 mostró un incremento leve en la actividad enzimática tras utilizar Tween 

20 y 80 y un incremento importante en presencia del Triton X-100. En acuerdo con este 

incremento de los tres surfactantes, Hong y colaboradores (2006) reportan el aumento de la 

actividad β-glucosidasa en 5,5 veces (Tween 20), 3,6 veces (Tween 80) y 4,5 veces (Triton 

X-100) con respecto al control (sin surfactante) empleando una concentración al 20 % v/v 

con una β-glucosidasa recombinante del hongo Thermoascus aurantiacus. 

El uso de diferentes solventes orgánicos a una concentración del 10 % (v/v) tuvo un efecto 

negativo sobre Bgav1. El 1,2-propanediol (84 %) y el DMSO (59 %) fueron los dos 

compuestos que menos afectaron la actividad de Bgav1. Los solventes orgánicos restantes 

mostraron un efecto adverso sobre Bgav1 tras mostrar actividades relativas entre un 6,5 y 

32,5 %. Un aspecto por considerar en Bgav1 es su afectación ante la presencia de etanol a la 

concentración trabajada. La tolerancia al etanol es una cualidad deseable en una enzima para 

procesos de biorrefinerías en donde el proceso de degradación de celulosa, así como procesos 

de fermentación de azúcares ocurren de forma simultánea (Shröder, 2013). Parry y 

colaboradores (2001) reportaron una β-glucosidasa tolerante al etanol obtenida del hongo 

Thermoascus aurantiacus en donde se observó un incremento de la actividad en un 40 % tras 

emplear concentraciones al 30 % (v/v) con etanol. Por lo tanto, estos resultados con Bgav1 

podrían sugerir que la enzima podría utilizarse en procesos en donde la concentración de 

etanol sea menor a 10 % (v/v). 
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La acetona al 10 % (v/v) fue evaluada para determinar su efecto sobre Bgav1. Sin embargo, 

su punto de ebullición (56 °C) y una temperatura de 90°C para cuantificar la actividad 

enzimática impidió su evaluación tras la pérdida por evaporación del compuesto. Los ensayos 

con solventes orgánicos a concentraciones del 30 % (v/v) no pudieron llevarse a cabo debido 

a pérdidas de volumen en las mezclas de reacción durante la estimación de la actividad 

enzimática. 

 

6.3.4 Parámetros cinéticos en Bgav1 

 

La Km brinda información sobre la afinidad que tiene una enzima sobre un sustrato (Mathews 

et al., 2002). Bgav1 presentó una Km de 4,6 mM empleando pNP-β-D-glucopiranósido como 

sustrato, mostrando una afinidad baja sobre éste en comparación contra otras β-glucosidasas 

hipertermófilas y termofílicas citadas en la literatura (Dion et al., 1999; Gablesberger et al., 

1993; Haq et al., 2012; Kong et al., 2015; Park et al., 2005; Zhao et al., 2015; Zou et al., 

2012). Tras comparar la Km de Bgav1 contra otras β-glucosidasas, de diferentes orígenes, 

empleando pNP-β-D-glucopiranósido como sustrato, se puede constatar que el valor de Km 

es superior a otros valores, por ejemplo, 0,20 mM y 0,05mM (Hong et al. 2006; Nam et al., 

2010). 

Por otro lado, el número de recambio (kcat) nos indica la producción catalítica de una enzima 

(producto) en un determinado tiempo. Es decir, kcat estima la velocidad del proceso catalítico 

(Mathews et al., 2002). Bgav1 presentó un valor de kcat de 893 s-1 lo cual indica que 893 

moléculas de sustrato fueron convertidas por Bgav1 por segundo. Tras comparar este valor 

contra otros obtenidos dentro de microorganismos hipertermófilos y termofílicos 

encontramos que existen valores considerablemente por encima de Bgav1 (Cuadro 9). No 

obstante, registros en la base de datos BRENDA muestran que tras comparar valores de kcat 

de Bgav1 contra otras β-glucosidasas de diferentes orígenes se pudo concluir que Bgav1 se 

ve superada solamente por nueve β-glucosidasas (Akram et al., 2018; Haq et al., 2012;  

Jagtap et al., 2013; Kulkarni et al., 2017; Murray et al., 2004; Saibi et al., 2007). Cabe aclarar 

que la comparación se realizó considerando el uso del mismo sustrato (pNP-β-D-

glucopiranósido).  
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El término kcat/Km es empleado como una medición de la eficiencia catalítica ya que 

considera la unión del sustrato a la enzima y la catálisis bajo condiciones en las que ni el 

sustrato ni la enzima son limitantes (Whitford, 2005). Las altas eficiencias en una enzima se 

logran obtener tras maximizar las velocidades de reacción (Vmax muy altas) o bien, unirse a 

bajas concentraciones de sustrato (Km muy bajos) (Whitford, 2005).  

Por consiguiente, la baja eficiencia mostrada por Bgav1 contra otras enzimas hipertermófilas 

puede deberse a dos razones: una velocidad de reacción baja y baja afinidad por el sustrato. 

Inclusive, podría sugerirse que, a excepción de algunas β-glucosidasas, la gran mayoría 

reportadas son enzimas ineficientes empleando pNP-β-D-glucopiranósido como sustrato. 

Valores de Km, kcat y kcat/Km muy semejantes a los de Bgav1 han sido reportados para una  

β-glucosidasa de T. neapolitana (Park et al., 2005). Estos resultados sugieren que pNP-β-D-

glucopiranósido no es el sustrato más afín a Bgav1, sin embargo, los resultados por HPLC 

mostraron que esta enzima posee gran actividad sobre celobiosa y lactosa (sustratos 

naturales). Por lo tanto, se podrían estimar los parámetros cinéticos de Bgav1 con estos 

sustratos con el propósito de analizar su afinidad por el sustrato, la velocidad de reacción y 

su eficiencia en comparación con los parámetros de pNP-β-D-glucopiranósido. 

 

6.3.5 Tolerancia a glucosa de Bgav1 

 

La tolerancia de β-glucosidasas ante su producto de hidrólisis (glucosa) es una cualidad 

deseable en procesos de sacarificación enzimática de la biomasa vegetal con miras a la 

producción de biocombustibles (Chan et al., 2016). Bgav1 mostró una estimulación y por 

ende tolerancia a concentraciones de glucosa de hasta 1,5 M (Figura 29). La cualidad de 

tolerancia a la glucosa en las β-glucosidasas ha sido asociada a una estimulación de la enzima 

ante un ámbito de concentraciones que alcanza hasta 1 M (Oliveira et al., 2014). Este mismo 

autor indica que las β-glucosidasas de la familia GH 1 poseen de manera exclusiva esta 

cualidad y que ésta podría estar regulada por un efecto alostérico en el que la glucosa se une 

a un segundo sitio o por una modulación cinética del recambio enzimático asociado a 

transglicosilaciones. Varios trabajos reportan un comportamiento creciente de la actividad  

β-glucosidasa a concentraciones de hasta aproximadamente 0,2 M de glucosa (Meleiro et al., 

2010; Zanoelo et al., 2004). A concentraciones de 0,2-1 M se ha observado que ocurre un 
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decrecimiento de la actividad β-glucosidasa que puede encontrarse aún por encima o por 

debajo de la actividad de referencia (Fang et al., 2010; Uchiyama et al., 2015). Bgav1 

presentó dicho comportamiento en donde a una concentración de 0,25 M de glucosa se 

obtuvo una actividad relativa del 170 % hasta obtener un 96 % a 1 M. Además, sus valores 

de actividad relativa o actividad específica contra enzimas mesófilas y una termófila son 

superiores (Fang et al., 2010; Uchiyama et al., 2015; Zanoelo et al., 2004). Interesantemente, 

tras evaluar una concentración de 1,5 M hubo un aumento de la actividad relativa en 124 %. 

Por lo tanto, si consideramos que la mayoría de β-glucosidasas descritas poseen baja 

tolerancia a la glucosa, Bgav1 podría considerarse como una enzima con cualidades 

sobresalientes en este apartado. 

6.4 Aplicabilidad de la enzima recombinante Bgav1 

 

La enzima recombinante Bgav1 presenta características interesantes para aplicaciones 

biotecnológicas. Las cualidades de Bgav1 en términos de termoestabilidad (entre 50 y 70 °C 

la actividad relativa es de un 59 y 69 %, respectivamente, al cabo de 24h), termoactividad 

(temperatura óptima de 90 °C) y actividad a valores de pH ácidos (valores de pH entre 5 y 8 

poseen una actividad relativa del 97 a 81 %, respectivamente, al cabo de 48 h) hacen de esta 

β-glucosidasa una potencial candidata para ser usada en biorrefinerías. Actualmente, las 

biorrefinerías operan a temperaturas máximas de 50 °C en donde los procesos de 

sacarificación (degradación de polisacáridos en azúcares más simples) y fermentación 

ocurren a valores de pH de alrededor de 5 (Schröder, 2013, Viikari et al., 2007). Bgav1 podría 

utilizarse cuando el proceso de sacarificación de celulosa se realiza por separado del proceso 

de fermentación ya que en aquellos casos en los que ambos procesos se realizan en conjunto 

Bgav1 evidenció una inhibición de su actividad a concentraciones de etanol del 10 % v/v 

(Silveira et al., 2015). Además, Bgav1 brinda la posibilidad de explorar temperaturas 

superiores a los 50°C (p.e. 60-80°C) con miras a evaluar la eficiencia de procesos de 

sacarificación. Finalmente, se sugiere que Bgav1 podría utilizarse en conjunto con otras 

enzimas, por ejemplo, con endoglucanasas ácido tolerantes y termoestables en aquellos 

procesos que requieran la degradación enzimática de materiales vegetales. El proceso 

catalítico de este consorcio enzimático conduce a la liberación de glucosa, un sustrato sobre 

el cual Bgav1 mostró una tolerancia importante (96,5 % de actividad relativa a 1 M). 
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Otra alternativa para el uso de Bgav1 podría ser en la degradación de la lactosa a partir del 

suero de la leche. Esta enzima mostró una actividad hidrolítica completa sobre la lactosa a 

70 °C, 3 h y pH de 6,5. El suero de leche consiste en proteínas, lactosa y minerales que 

ocasionan problemas ambientales al ser vertidos en ríos (Asraf y Gunasekaran, 2010). 

Actualmente la industria alimentaria hace uso del suero de leche en la elaboración de nuevos 

productos, sin embargo, se busca que esta materia prima esté libre de lactosa para evitar 

afectaciones a personas intolerantes (Rosolen et al., 2015). Los procesos de hidrólisis 

enzimática de lactosa ocurren a temperaturas entre los 25 °C y 50 °C a pH entre 4,6 y 7,0. 

(Husain, 2010). Dado que los productos lácteos son esterilizados por tratamientos térmicos, 

las enzimas termoestables, a diferencia de enzimas mesofílicas, podrían ser útiles en procesos 

simultáneos en donde se requiere esterilizar por calor e hidrolizar la lactosa (Husain, 2010). 

6.5 Aportes del presente trabajo 

 

La enzima Bgav1 es la primera β-glucosidasa recombinante reportada en el país para 

aplicaciones en la degradación de materiales vegetales. Las cualidades sobresalientes de 

Bgav1 en términos de termoestabilidad, termoactividad, actividad a valores de pH ácidos y 

tolerancia a glucosa hacen de esta β-glucosidasa una candidata interesante para aplicaciones 

en biorrefinerías en el contexto nacional. No obstante, aún se deben sobrepasar retos 

importantes asociados a la producción a mayor escala de este tipo de enzimas. Aun así, la 

infraestructura con que cuenta actualmente el país a través de la planta de bioprocesos del 

Centro Nacional de Innovaciones Biotecnológicas podría ser de gran utilidad para desarrollar 

pruebas piloto con miras a la producción de enzimas recombinantes en Costa Rica.  

La estrategia basada en la síntesis de secuencias que codifican para β-glucosidasas putativas 

seleccionadas a partir de metagenomas de intestinos de pasálidos mostró que el proceso para 

su producción heteróloga puede ser difícil. No obstante, el aporte clave con este trabajo 

consiste en la relevancia de contar con el ADN de las muestras ambientales (p.e. ADN de 

respiraderos hidrotermales de la Isla Vulcano) que permitan no solo corroborar el trabajo in 

silico sino obtener los genes directamente a partir de este. El ADN deberá ser protegido a fin 

de poder utilizarlo como material invaluable en la estrategia planteada en este trabajo. 

Asimismo, parte de las muestras originales de donde se extrajo el ADN deberán ser 

congeladas y preservadas para acudir a estas en caso de requerirlas durante el proceso. Según 
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nuestra experiencia, el uso del ADN aumentaría las posibilidades de éxito en la obtención de 

enzimas celulolíticas novedosas. 

Además, la estrategia bioinformática propuesta con el uso de los metagenomas de pasálidos 

depositados en el IMG hasta la obtención de secuencias candidatas asociadas a  

β-glucosidasas puede ser empleada para buscar otras enzimas relacionadas a la degradación 

de materiales lignocelulósicos. Inclusive, la metodología propuesta abre la posibilidad de 

realizar minería de otros genes (enzimas) a partir de metagenomas o genomas depositados en 

esta plataforma con miras a otras aplicaciones biotecnológicas. Sin embargo, se sugiere que 

el uso del ADN de las muestras ambientales debe acompañar el trabajo in silico desarrollado.   

La búsqueda sistemática de enzimas que degraden materiales recalcitrantes es un esfuerzo 

clave con miras al desarrollo de conceptos de biorrefinerías en donde a partir de azúcares 

simples se puedan producir moléculas de mayor valor agregado y con potencial en el mercado 

internacional, por ejemplo, ácido succínico, ácido láctico, ácido 3-hidroxipropanoico, entre 

otros (Choi et al., 2015). Productos con un valor estimado de $ 400 miles de millones como 

químicos, combustibles, fármacos, pulpa y papel son producidos solamente en los Estados 

Unidos a partir de biomasa (Kurian et al., 2013). Se estima que solo el sector piñero en Costa 

Rica genera alrededor de 4,3 x 106 toneladas/año (6,4 x 105 toneladas/año de materia seca) 

de rastrojo de piña (Hernández y Prado, 2018). Esto implica que con solo estos residuos se 

podrían desarrollar biorrefinerías considerando que la viabilidad económica de estas requiere 

de 5 000-10 000 toneladas de biomasa (Kurian et al., 2013). La metodología propuesta basada 

en la minería de datos a partir de metagenomas, la síntesis de estas secuencias o su 

amplificación a partir de ADN genómico y su expresión en enzimas funcionales es una idea 

interesante para la búsqueda de este tipo de enzimas a partir de la biodiversidad costarricense 

con miras al desarrollo de biorrefinerías. Además, a nuestro saber, este enfoque metodológico 

que integra conceptos de biodiversidad, bioinformática y biotecnología no ha sido reportado 

en el contexto nacional por lo que puede considerarse un trabajo pionero en el tema de la 

microbiología ambiental en Costa Rica. Finalmente, el presente trabajo plantea un ejemplo 

concreto de cómo la integración de investigaciones básicas en materia de microbiología 

ambiental puede decantar en aplicaciones biotecnológicas con potenciales beneficios al país.  
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7. Conclusiones 

 

- La estrategia bioinformática desarrollada permitió obtener tres secuencias de ADN, 

bgap1, bgap2 y bgap3, asociadas a enzimas β-glucosidasas de la familia GH1 

provenientes de bacterias del filo Firmicutes que habitan el intestino de larvas de 

escarabajos pasálidos.  

- La cepa recombinante E. coli BL21 (DE3) + pQE-80L :: bgav1 permitió la expresión de 

una β-glucosidasa funcional vinculada a la bacteria hipertemófila Thermotoga 

neapolitana extraída de los metagenomas enriquecidos de respiraderos hidrotermales de 

la Isla Vulcano. 

- La enzima recombinante Bgav1 mostró características bioquímicas interesantes, 

incluyendo la capacidad de degradar la celobiosa. Además, mostró que es termoactiva, 

termoestable, estable y activa a pH ácidos y tolerante a altas concentraciones de glucosa. 

Si se considera que los procesos actuales en biorrefinerías se llevan a cabo a 

aproximadamente 50°C y pH ácidos las cualidades descritas para Bgav1 la hacen una 

candidata interesante para aplicaciones en este tema.  

- La enzima Bgav1 mostró actividad sobre lactosa lo cual podría sugerir aplicaciones 

entorno a la degradación de este disacárido (p.e. delactosado de suero de leche).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



95 
 

 

8. Recomendaciones 

 

- Se recomienda evaluar los genes bgap1, bgap2 y bgap3 en el sistema de expresión E. coli 

BL21 (DE3) + pQE-80L u otros sistemas de expresión diferentes (p.e. Bacillus subtilis).   

- Se recomienda hacer uso del ADN total extraído de los intestinos de larvas de pasálidos 

o bien someter las muestras a condiciones de enriquecimiento para corroborar la 

presencia de los genes que codifican para β-glucosidasas putativas seleccionados en el 

análisis in silico. Esta comprobación en condiciones in vivo brindará además la 

posibilidad de clonar directamente los genes desde el ADN total y no a partir del 

metagenoma secuenciado.  

- En caso de contar solamente con metagenomas secuenciados y que la prospección esté 

orientada a la búsqueda de β-glucosidasas, se recomienda aumentar al menos a 10 el 

número de secuencias que se desean clonar.  

- Se recomienda evaluar los parámetros cinéticos enzimáticos (Km, kcat y kcat/Km) 

empleando celulosa de manera que se pueda determinar si aumenta la afinidad por el 

sustrato, la velocidad y la eficiencia de Bgav1 con respecto a pNPG.  
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Protocolo para producir células quimicompetentes 

 
1. Rayar E. coli (p.e. DH5α) en agar LB. Incubar a 37 °C durante la noche. 

2. Al día siguiente, inocular una colonia en 15 mL de caldo LB y dejar a 37 °C durante 

la noche. 

3. Inocular 1mL del cultivo en 100 mL de caldo LB (matraz de 500 mL) y dejar durante 

la noche. 

4. Agitar vigorosamente a 37 °C hasta alcanzar una DO600 ~ 0.25 - 0.3. 

5. Separar el medio de cultivo en dos tubos Falcon de 50 mL. 

6. Enfriar el cultivo en hielo durante 15 min. Asegurar que la solución 0.1 M CaCl₂ y 

0.1 M CaCl₂ + 15 % glicerol (v/v) se mantenga en hielo.  

7. Centrifugar las células por 10 min a 3300 x g a 4 °C. 

8. Descartar el medio y resuspender las células en 2 mL de CaCl₂ 0.1 M frío.  

9. Mantener las células en hielo durante 30 min.  

10. Centrifugar las células por 10 min a 3300g a 4 °C. 

11. Remover el sobrenadante y resuspender las células en 2 mL de CaCl₂ 0.1 M + 15% 

glicerol frío.  

12. Pipetear 0,4 mL de la suspensión celular en tubos de microcentrífuga de 1,5 mL. 

13. Almacenar los tubos en el ultracongelador a -80 °C.   
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Protocolo para transformación bacteriana 

 

1. Descongelar células quimiocompetentes (almacenadas a -80 °C) colocándolas en hielo 

(aprox. 15 min). Una reacción de transformación requiere 100 µL de células competentes.  

2. Diluir los plásmidos a una concentración final de 10 ng/µL.  

3. Adicionar 10 µL de la solución de plásmido en 100 µL de células competentes. 

4. Mezclar suavemente de 5-6 veces.  

5. Colocar la mezcla en hielo por 15 minutos.  

6. Colocar la mezcla por 30 segundos a 42 °C (tiempo exacto) en un baño térmico (baño 

María). 

7. Luego, colocar la mezcla por 5 minutos en hielo. 

8. Agregar 750 µL de medio SOC (2% triptona, 0,5 % extracto de levadura, 10 mM NaCl, 

2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2 y 20 mM de glucosa) precalentado a 37 °C. 

9. Agitar la mezcla por 40-60 minutos a 37 °C y 200-250 rpm.  

10. Centrifugar por 30 segundos a 13000 x g. Después, eliminar 500 µL de sobrenadante.  

11. Resuspender las células (volumen final 350 µL). 

12. Verter 50 µL en LB + antibiótico. 

13. Incubar a 37 °C durante la noche. 

 

Preparación de la solución de azul de Coomassie 

Azul Brillante de Coomassie R-250 1 g/L 

Etanol 400 mL/mL 

Ácido acético 100 mL/L 

 

 

Preparación de la solución de desteñido 

Etanol 300 mL/L 

Ácido acético 100 mL/L 

 

 

 
 


