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RESUMEN 

La unidad catalítica de la β-glucosidasa (BGLA) de Cellulomonas flavigena PN-120 

se expresó en una cepa diploide de Saccharomyces cerevisiae. La enzima 

recombinante (BGLA15) se produjo intracelularmente y extracelularmente bajo 

condiciones limitadas de nutrientes. Cuando BGLA15 fue producida en un medio de 

cultivo rico, mostró una actividad de 5.82 IU/L y 0.99 IU/g de células, empleando p-

nitrofenil-β-D-glucopiranósido como sustrato. BGLA15 fue capaz de hidrolizar celo-

oligosacáridos de 2 y hasta 5 monómeros de glucosa, mostrando que la forma 

oligomérica de la proteína no es esencial en la hidrólisis de los enlaces β-D-1,4. 

En las pruebas de inhibición in vitro BGLA15 conservó más del 50 % de su 

actividad a 200 mM de glucosa, mientras que la enzima oligomérica BGLA se vio 

completamente inhibida a 160 mM, además BGLA15 conservó más del 30 % de su 

actividad a la concentración más alta ensayada (500 mM). Con base en estas 

características, la recombinante de S. cerevisiae PM-15 fue capaz de crecer en 

celobiosa como única fuente de carbono. 
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ABSTRACT 

 

The catalytic fraction of Cellulomonas flavigena PN-120 oligomeric β-glucosidase 

(BGLA) was expressed both intra- and extracellularly in a recombinant diploid of 

Saccharomyces cerevisiae, under limited nutrient conditions. The recombinant 

enzyme (BGLA15) expressed in the supernatant of a rich medium showed 5.82 IU/L 

and 0.99 IU/g dry cell, with p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside as substrate. 

BGLA15 displayed activity against cello-oligosaccharides with 2–5 glucose 

monomers, demonstrating that the protein is not specific for cellobiose and that the 

oligomeric structure is not essential for β-D-1,4-bond hydrolysis. Native β-

glucosidase is inhibited almost completely at 160 mM glucose, thus limiting 

cellobiose hydrolysis. At 200 mM glucose concentration, BGLA15 retained more 

than 50 % of its maximal activity and even at 500 mM glucose concentration, more 

than 30 % of its activity was preserved. Due to these characteristics the 

recombinant S. cerevisiae PM-15 was able to growth on cellobiose as a sole 

carbon source. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Bioetanol como alternativa a los combustibles fósiles 

En la actualidad los combustibles fósiles son utilizados como la principal fuente de 

energía, sin embargo y debido a la explotación indiscriminada de éstos se han 

derivado dos problemas fundamentales: el deterioro al medio ambiente y la 

escasez de energéticos a escala mundial (Bhatia et al., 2012). El uso de 

combustibles de base biológica debe permitir reducir de manera importante la 

acumulación de gases de efecto invernadero y la dependencia a combustibles 

fósiles (von Blottnitz & Curran 2006). El bioetanol representa una importante 

ventaja como combustible renovable para los vehículos automotores. El uso del 

etanol como combustible se remonta a principios de 1800, siendo ampliamente 

utilizado por el sector del transporte hasta el descubrimiento de nuevos pozos 

petroleros (1980 y 1990), que proporcionaron gasolina como una alternativa barata 

y abundante. Recientemente, problemas ambientales y de salud, asociadas con el 

uso de gasolinas, han renovado el interés por el etanol como combustible (Ahmed, 

2001). La combustión completa del etanol produce sólo dióxido de carbono (CO2) 

y agua, por lo que es considerada una "combustión limpia" en comparación con la 

gasolina. 
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Los combustibles con base en etanol pueden ser usados ya sea como 100 % 

sustituto de la gasolina o en mezclas. El etanol anhidro, es el producto que se 

necesita para ser mezclado con la gasolina, sin embargo, se requiere una pureza 

del 99.5 % al 99.9 %. La mezcla de etanol/gasolina es conocida como gasohol. El 

gasohol está compuesto de un 5 a 25 % de etanol anhidro y puede ser introducido 

en los vehículos sin ninguna modificación en el motor. El combustible "E10" (que 

contiene 10 % de etanol y 90 % de gasolina) es la variante de gasohol más 

utilizada en todo el mundo (Von Blottnitz & Curran, 2006). Con las mezclas de 

gasolina/etanol se logra el mismo octanaje, sin embargo el contenido de energía 

del etanol representa sólo 97 % de lo que produce la gasolina, por lo tanto el 3 % 

de déficit, debe ser incluido en los cálculos de comparación de costos entre el 

etanol y la gasolina (Kim & Dale, 2003). 

La materia prima utilizada actualmente para la producción de bioetanol se agrupa 

en 3 categorías: i) azúcares, ii) almidones y iii) la biomasa celulósica. Los 

azúcares a partir de frutas, remolacha, caña de azúcar y melazas pueden 

fermentarse directamente a etanol. Los almidones de maíz, mandioca, papa, etc, 

tienen que ser hidrolizados mediante enzimas como la α-amilasa y la glucoamilasa 

para producir azúcares fermentables y posteriormente etanol. La celulosa de la 

madera y residuos agrícolas, también debe ser hidrolizada a azúcares 

fermentables (química o enzimáticamente), antes de proceder a la producción de 

etanol (Lin & Tanaka, 2006). 

Desde el punto de vista económico, hay varias razones por las que la biomasa 

celulósica se considera una materia prima atractiva en la producción de bioetanol: 
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 Bajos costos. La biomasa celulósica tiene un precio mucho menor y menos 

volátil que el de las materias primas a base de almidón. 

 Plantas de producción cerca de la materia prima. Las plantas de producción 

pueden ser construidas cerca de los plantíos para reducir los costos de 

transporte. 

 Las plantas de etanol celulósico pueden hacer una contribución significativa 

en la reducción de residuos, incluidos los desperdicios agrícolas y 

municipales. 

 Beneficios ambientales. La combustión de etanol celulósico contribuirá a la 

reducción de las emisiones de gases de efecto invernadero (CO2).  

 La seguridad energética. La sustitución de la gasolina con etanol mejorará 

la seguridad energética mediante la reducción de las importaciones de 

petróleo. 

 Seguridad alimentaria. El empleo de la celulosa como materia prima, 

sustituiría el uso de cultivos destinados a la alimentación. 

 

A pesar de los puntos anteriores, el problema principal del uso de la 

celulosa en la producción de bioetanol se centra en la hidrólisis enzimática 

de la materia prima para obtener los azúcares a partir de los cuales se 

obtendrá el etanol (Lin & Tanaka, 2006). 
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1.2 Celulosa como sustrato para la producción de bioetanol. 

La celulosa es el compuesto orgánico más abundante sobre la tierra, es el 

componente principal de la pared celular de las plantas, en donde está asociada 

con lignina y hemicelulosas. Los porcentajes de estos tres compuestos dependen 

de la fuente (Tabla 1) (Sun & Cheng, 2002)  

 

Tabla 1. Composición de las distintas fuentes de lignocelulosa 

Fuente Celulosa Hemicelulosa Lignina 

Bagazo de caña 54.9-58.25 29.5-30.9 25.3-26 

Madera dura 40-55 24-40 18-25 

Madera suave 45-50 25-35 25-35 
Olote de Maíz 45 35 15 
Desechos de pastos 25-40 35-40 18-36 

Papel 85-99 0 0-15 

Paja de trigo 30 50 15 

Hojas 15-26 80-85 0 

Algodón 80-95 0 0 

Papel periódico 40-55 24-40 18-30 

Desechos de industria del papel 60-75 10-20 5-10 

 

 

A nivel molecular la celulosa se compone de unidades lineales de D-glucosa 

unidas mediante enlaces 1,4 del tipo beta. El grado de polimerización (GP) de la 

celulosa en plantas se encuentra en un intervalo de 8,000 a 12,000 moléculas de 

glucosa (Fan et al., 1980). Las microfibrillas se asocian mediante enlaces de Van 

del Waals y puentes de hidrógeno (Fig 1) para formar una estructura rígida, 

Modificado de Sung & Chen, 2002 
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conocida como regiones cristalinas, también existen regiones en donde las fibras 

no forman esta estructura rígida, denominadas regiones amorfas. La estructura 

cristalina de la celulosa es una característica importante y relativamente única en 

los polisacáridos. El grado de cristalinidad se encuentra en un intervalo de 40 a 60 

%, dependiendo del origen de la muestra de celulosa (Schenzell et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Representación esquemática de la estructura macromolecular de la 

celulosa (Modificado de Clarke, 1997).  
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1.2.1 Biodegradación de la celulosa 

Microorganismos 

La degradación de la celulosa por los microorganismos puede llevarse a cabo bajo 

condiciones aerobias o anaerobias. Los hongos, en especial los que pertenecen a 

los grupos Ascomycota y Basidiomycota (Lynd et al., 2002) y algunas bacterias de 

los géneros Streptomyces, Micromonospora, Bacillus, Cellulomonas y Cytophaga 

(De Boer et al., 2005) degradan la celulosa en condiciones aerobias. Estos 

microorganismos producen enzimas celulolíticas de manera extracelular, tales 

como endoglucanasas, celobiohidrolasas y β-glucosidasas, aunque estas últimas 

permanecen intracelularmente en bacterias. Este complejo enzimático actúa de 

manera sinérgica (Mansfield & Meder, 2003). 

Por otro lado la degradación de la celulosa en condiciones anaeróbicas es llevada 

a cabo por hongos pertenecientes al género Chytridiomycota, los cuales colonizan 

el tracto intestinal de los rumiantes y por bacterias de los géneros Acetivibrio, 

Clostridium y Ruminococcus. En estas bacterias las enzimas se agrupan en un 

estructura que es un complejo multienzimático llamado celulosoma, esta 

estructura permite la acción sinérgica de diferentes enzimas celulolíticas, 

favoreciendo la interacción célula-sustrato (Lynd et al., 2002; Doi & Kosugi, 2004). 
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Sistema celulolítico  

La hidrólisis completa de la celulosa involucra a un grupo de enzimas con diferente 

actividad y afinidad a sustrato; i) endoglucanasas o 1,4-β-D-glucosa-4-

glucurohidrolasa (EC 3.2.1.4), ii) exoglucanasas, incluyendo 1,4-β-D-

glucurohidrolasas, mejor conocidas como celodextrinasas (EC 3.2.1.7.4) y 1,4-β-

D-glucanos o celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) y iii) β-glucosidasas o β-D-

glucosilhidrolasas (EC 3.2.1.21) (Béguin, 1990; Leschine, 1995; Béguin & Lemaire, 

1996). 

Las celobiohidrolasas liberan unidades de celobiosa de una forma progresiva, 

desde un extremo reductor o no reductor de la cadena de celulosa. Las 

endoglucanasas actúan sobre la parte amorfa de la estructura de la celulosa, 

generando oligosacáridos de distintos tamaños, que son sustrato de las 

celobiohidrolasas (Teeri, 1997). Finalmente las β-glucosidasas hidrolizan celo-

oligosacáridos y celobiosa, liberando glucosa (Fig 2) (Béguin, 1990). 
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Las celulasas se caracterizan por su habilidad para hidrolizar los enlaces β-1,4, 

mediante un mecanismo de hidrólisis ácida, empleando un donador de protones y 

un nucleófilo o base. (Béguin, 1990; Leschine, 1995; Béguin & Lemaire, 1996). En 

los microorganismos celulolíticos los sistemas enzimáticos que hidrolizan a la 

celulosa pueden estar asociados o no asociados a membrana. En los 

microorganismos anaerobios el complejo celulasas está generalmente asociado a 

la membrana y algunas bacterias del género Clostridium existe el celulosoma. Los 

sistemas no asociados a membrana son representativos de bacterias y hongos 

aerobios, las enzimas celulolíticas son extracelulares y se encuentran solubles en 

el medio de cultivo (Hazlewood & Gilbert, 1993). Existen excepciones, ya que por 

Figura 2. Degradación de la celulosa por la acción de diferentes enzimas celulolíticas 

(Modificado de Lynd et al., 2002). 
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ejemplo bacterias anaerobias facultativas del género Bacillus producen celulasas 

extracelulares (Lo et al., 1988) también se han reportado sistemas enzimáticos 

asociados a membranas en bacterias aerobias del género Streptomyces 

(Schlochtermeier et al., 1992). 

 

1.3 β-glucosidasas 

Las β-glucosidasas son producidas por plantas, animales y microorganismos. 

Estas enzimas juegan un papel muy importante en los procesos biológicos, 

además de tener un gran número de aplicaciones biotecnológicas. La función 

principal de las β-glucosidasas es hidrolizar celo-oligosacáridos y celobiosa en el 

proceso de degradación de la celulosa, generalmente la actividad tiende a 

disminuir conforme aumenta el GP del sustrato (Kubicek et al., 1993; Parry et al., 

2001). Algunas β-glucosidasas producidas por hongos como T. reesei, funcionan 

tambien como transglicosiladoras, bajo ciertas condiciones. La transglicosilación 

es particularmente importante en la producción de moléculas de soforosa y 

gentiobiosa, que cabe señalar, inducen la expresión de ciertas celulasas (Gritzali & 

Brown, 1979; Fowler & Brown, 1992). 

Las β-glucosidasas microbianas se localizan intracelular, intra-membranal o 

extracelularmente y la mayoría de los microorganismos celulolíticos producen más 

de una de estas enzimas como en el caso de Trichoderma reesei (Himmel et al., 

1986) y Candida wickerhamii (Freer, 1985; Skory et al., 1996). Las β-glucosidasas 

se clasifican según los dominios que componen a la proteína y se dividen en las 
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familias: 1, 3 y 9 (Henrissat et al., 1995). Esta clasificación está basada en su 

mecanismo catalítico, en vez de su especificidad por el sustrato, eliminando el 

error de clasificación en el caso de enzimas multifuncionales (Henrissat, 1991; 

Henrissat & Bairoch, 1993) y se encuentran en forma de mono, di, tri y tetrámeros 

(Tabla 2). 

 

Tabla 2. Formas oligoméricas de las β-glucosidasas de origen microbiano. 

Enzima (origen) Clasificación Localización Referencia 

Manomérica  

BglA (Bacillus polymyxa) Familia 1 Intracelular Painbeni et al., 1992 

BglX (Erwinia chrisanthemi) Familia 3 Periplasma Vroemen et al., 1995 

BglA (Clostridium thermocellum) Familia 1 Intracelular Graebnitz et al., 1991 

Bgl (Acremonium persicinum) Familia 3 Extracelular Pitson et al., 1997 

Dimérica  

BglA (Thermotoga maritime) Familia 1 Intracelular Gabelsberger et al., 1993 

BGLl (Saccharomycopsis fibuligera) Familia 3 Extracelular Machida et al., 1988 

BglB (Clostridium thermocellum) Familia 3 Intracelular Romaniec et al., 1993 

GI (Penicillum decumbens) NR Intracelular Mamma et al., 2004 

Trimérica  

Thermoascus aurantiacus Familia 3 Extracelular Parry et al., 2001 

BglA (Cellulomonas flavigena PN-120)
* 

Familia 3 Intracelular Barrera et al., 2007 

Tetramérica  

Pyrococcus horikoshi Familia 1 Membrana Matsui et al., 2000 

BGLII (Pichia etchellsii) Familia 3 Pared celular Wallecha & Mishra, 2003 

Bgl I (Kluyveromyces fragilis) Familia 3 Intracelular Leclerc et al., 1987 

GII (Penicillum decumbens) NR Intracelular Mamma et al., 2004 

 

 

 

*, Reportado con por lo menos tres unidades; NR, No reportado. 
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La estructura 3-D de las enzimas que componen a las familias de las 

glicosilhidrolasas se ha determinado con base en el mecanismo de hidrólisis de los 

enlaces glucosídicos. La topología del sitio activo ha permitido clasificarlas en tres 

categorías; i) de bolsillo, ii) de ranura y iii) de túnel (Fig 3) (Davies & Henrissat, 

1995). La topología de bolsillo es la óptima para el reconocimiento del extremo no 

reductor de los azúcares, característico de enzimas como; β-glucosidasas, β-

galactosidasas y glucoamilasa (Jenkins et al., 1995). Estas enzimas están 

diseñadas para dar cabida en su sitio activo a sustratos con fácil acceso al 

extremo no reductor y por lo tanto, no incluyen sustratos fibrosos, tales como la 

celulosa que casi no cuenta con extremos no reductores libres. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Topología de los sitios activos de las glicosilhidrolasas. A) Topología de 

bolsillo, representativo de glisosilhidrolasas como β-glucosidasas, β-galactosidasas 

y glucoamilasas. Topología de ranura (B) y de túnel (C), característico de las 

xilanasas y celobiohidrolasas, respectivamente. Flechas indican la ubicación del 

sitio activo (Modificado de Davies & Henrissat, 1995). 
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Las glicosilhidrolasas, incluyendo a las β-glucosidasas, hidrolizan enlaces 

glucosídicos a través del mecanismo de la catálisis ácida. En este mecanismo se 

involucran dos residuos, un donante de protones y un nucleófilo ácido/base 

(Sinnott, 1990). Los dos residuos de aminoácidos frecuentemente implicados son 

ácido glutámico y aspártico. La hidrólisis implica la ruptura de los enlaces por la 

adición de agua y en este caso se lleva a cabo mediante el mecanismo de 

retención o de inversión. (Fig 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Mecanismos enzimáticos de hidrólisis y síntesis de los enlaces β-

glucosídicos. Mecanismo de: A) inversión; B) retención y C) transglicosilación 

(Modificado de Mc Carter & Withers, 1994). 
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1.4 Expresión heteróloga de celulasas 

La completa conversión biológica de la biomasa celulósica a combustibles implica 

cinco etapas sucesivas: i) la producción de celulasas, ii) pretratamiento de la 

biomasa vegetal, iii) hidrólisis de celulosa y polisacáridos insolubles, iv) 

fermentación de los productos de hidrólisis de la celulosa y v) la fermentación de 

productos de hidrólisis de la hemicelulosa (Lynd et al., 2002). La relación costo-

beneficio de esta tecnología está estrechamente relacionada con el grado en que 

alguno de los pasos anteriores pueda combinarse. Durante la sacarificación y 

fermentación simultánea (SFS), el proceso de conversión se lleva a cabo en un 

sólo paso, sin embargo, es necesario añadir una segunda etapa para fermentar 

los productos de hidrólisis de la hemicelulosa (Deshpande et al., 1983). Por otro 

lado, existe la opción de hidrolizar y fermentar en forma conjunta la celulosa y 

hemicelulosa en un proceso denominado bioproceso consolidado (BPC) (Lynd et 

al., 2002). El objetivo de un BPC es la construcción de un microorganismo 

recombinante capaz de realizar la conversión de celulosa y hemicelulosa a etanol 

de manera simultánea. 

Debido a la importancia que han adquirido las celulasas en la producción de 

biocombustibles de segunda generación, se ha buscado mejorar los rendimientos 

de estas proteínas mediante mutagénesis y biología molecular. Ponce-Noyola & 

de la Torre, (2001) obtuvieron mediante mutagénesis con N-metil-N´-nitro-N-

nitrosoguanidina (NTG), la mutante de C. flavigena PN-120, en la que la 
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producción de celulasas está desreprimida y cuyas enzimas son más resistentes a 

la inhibición por celobiosa que la cepa silvestre. Esta mutante hiperproduce una β-

glucosidasa de la familia 3 con tres veces mayor afinidad a celobiosa que su forma 

nativa (Barrera et al., 2007). 

Por otro lado, un gran número de β-glucosidasas recombinantes han sido 

expresadas de manera heteróloga en procariontes y eucariontes. La estrategia 

general consiste en clonar el gen que codifica para la β-glucosidasa en vectores e 

integrarlos en células huésped para su expresión. Por ejemplo los genes bglA, B y 

C de Cellulomonas biazotea fueron expresados en forma heteróloga en el espacio 

periplasmático y extracelularmente en E. coli y S. cerevisiae, respectivamente, las 

enzimas conservaron sus propiedades como pH y temperatura óptimos, masa 

molecular y especificidad por su sustrato (Rajoka et al., 1998). Por otro lado, la 

producción heteróloga de β-glucosidasas se torna más complicada cuando el gen 

a clonar es susceptible a glicosilaciones y existen intrones en la estructura del gen. 

 

1.4.1 Expresión heteróloga en procariontes  

Bacterias como E. coli (Okamoto et al, 1994; Zhou & Ingram, 1999), Klebsiella 

oxytoca (Wood & Ingram, 1992; Zhou & Ingram, 1999; 2001) y Zymomonas mobilis 

(Wood & Ingram, 1992; Okamoto et al, 1994), han sido empleadas como 

hospederos, entre otros, de las endoglucanasas CelY y CelZ de Erwinia 

chrysanthemi y de la CMCasa de Acetobacter xylinum. De igual forma, CelZ, se ha 

expresado en Z. mobilis (Brestic-Goachet et al., 1989). Por su parte, la expresión 

heteróloga de la CMCasa de A. xylinum en Z. mobilis también dio lugar a una 
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enzima funcional, alojada en el espacio periplásmico (Okamoto et al., 1994). Zhou 

& Ingram, (2000) encontraron que las endoglucanasas (CelY y CelZ) de E. 

chrysanthemi actúan de manera sinérgica durante la hidrólisis de la 

carboximetilcelulosa (CMC) y celulosa pre-tratada con ácido. Por su parte la 

enzima CelY cataliza la hidrólisis inicial de la CMC liberando pequeños fragmentos 

de celo-oligosacáridos, mientras que CelZ convierte estos celo-oligosacáridos en 

celotriosa y celobiosa. 

La co-expresión de los genes celY y celZ en una cepa de K. oxytoca, que tiene la 

capacidad de transportar y metabolizar la celobiosa, aumentó la producción de 

etanol en un 22 %. Esta cepa fue re-diseñada para mejorar la producción de 

etanol mediante la integración de la piruvato descarboxilasa y la alcohol 

deshidrogenasa (adhB) de Z. mobilis en el cromosoma (Zhou et al., 2001). La 

cepa resultante, K. oxytoca SZ21, fue capaz de producir 20,000 U/L de 

endoglucanasa y fermentar la celobiosa a etanol, alcanzando entre 58 y 76 % del 

rendimiento teórico (Zhou & Ingram, 2001). 

 

1.4.2 Expresión heteróloga en eucariontes 

S. cerevisiae ha sido el foco de atención de varios grupos de investigación (Tabla 

3). Se han construido cepas recombinantes de S. cerevisiae capaces de co-

expresar en su superficie celular, la endoglucanasa II (EGII) de T. reesei y la β-

glucosidasa 1 (BGL1) de A. aculeatus (Fujita et al., 2002). Estas enzimas fueron 

ancladas a la célula huésped mediante la fusión de la secuencia nucleotídica de la 

α-aglutinina en cada una de las celulasas. Esta expresión permitió a la cepa 
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recombinante crecer y producir etanol en β-glucano como única fuente de 

carbono. Así mismo, al co-expresar la endoglucanasa I (EGI) y celobiohidrolasa II 

(CBHII) de T. reesei, así como la β-glucosidasa I (BGL1) de A. aculeatus, S. 

cerevisiae fue capaz de producir etanol empleando celobiosa como sustrato. 

La expresión heteróloga de celulasas no asociadas a membrana, se ha llevado a 

cabo por más de 30 años. Pentitlä et al., (1988) observaron que a pesar del éxito 

obtenido en la expresión heteróloga de la celobiohidrolasa II (CBHII) de T. reesei 

en S. cerevisiae, la proteína tenía una actividad enzimática muy baja que apenas 

era detectable. Skory et al., (1996), expresaron la β-glucosidasa (bglB) de Candida 

wickerhamii, en S. cerevisiae donde la enzima se localizó de manera 

intramembranal, mientras que en Pichia pastoris fue extracelular. En ambos casos 

la actividad enzimática fue muy baja, probablemente debido a la glicosilación 

inadecuada de la proteína heteróloga.  

Den Hann et al., (2007) lograron expresar la celobiohidrolasa I (CBHI) de T. reesei 

en S. cerevisiae, sin ver mermada la actividad específica de la enzima 

recombinante en comparación con su forma nativa. También Rajoka et al., (2003) 

construyeron una recombinante de S. cerevisiae capaz de expresar la β-

glucosidasa (BglA) de Cellulomonas biazotea manteniendo una actividad similar a 

la de la cepa materna. Aún cuando la mayoría de las enzimas recombinantes 

expresadas en levaduras están hiperglicosiladas, no necesariamente se afecta de 

manera negativa su actividad enzimática. Es la secuencia de aminoácidos la que 

determina el efecto que tendrá la glicosilación en la actividad. Las levaduras llevan 

a cabo glicosilaciones tipo N-glicano que consisten en hasta más de 100 residuos 
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de manosa que interactuan sólo con residuos de asparagina (Wildt & Gerngross, 

2005), por lo tanto, el efecto de la hiperglicosilación está sujeto a la cantidad de 

residuos de asparagina con los que cuenta la proteína que se desee expresar en 

una levadura. Por su parte las bacterias llevan a cabo glicosilaciones tipo O-

glicano con interacciones en tirosina, treonina o serina, dejando no más de 50 

residuos (hetero u homosacáridos), (Schäffer et al, 2001).  

Por otro lado, también se ha registrado diferencia entre la actividad volumétrica de 

β-glucosidasas expresadas en la cepa nativa y en otro hospedero de diferente 

género (Skory et al., 1996). En el caso de las levaduras, este fenómeno está 

relacionado con la eficiencia de la célula para exportar la proteína recombinante, 

por lo que es necesario fuisonar con el gen una secuencia de exportación. No 

todas las secuencias de exportación obedecen los criterios de secreción de las 

levaduras, especial en el caso de S. cerevisiae. Sin embargo, secuencias como 

xyn2 de T. reesei (Den Haan et al., 2007) y secuencias de otras levaduras, como 

la secuencia de exportación de la proteína asesina SS de Kluyveromyces lactis, 

han sido muy eficientes para la secreción de proteínas en S. cerevisiae (Morawsky 

et al., 2000).  

Resumiendo, las investigaciones sobre glicosilación y exportación de proteínas, 

han permitido la expresión heteróloga de celulasas, conservando gran parte de la 

actividad de la proteína nativa y permitiendo su secreción, lo que hace factibles 

técnicamente los procesos de SFS y los BPC. 
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Tabla 3. Celulasas recombinantes producidas en S. cerevisiae 

Enzima Gen Donador Referencia 

ENDOGLUCANASAS 

Endo-β-1,3-glucanasa  bglH Bacillus circulans Nakajima et al., 1993 

Endo-β-1,3-1,4-glucanasa end1 Bacillus subtilis Hinchliffe & Box, 1984; Skipper 
et al., 1985; Cantwell et al., 1986 

Endo-β-1,4-glucanasa cenA Butyrivibrio fibrisolvens Van Rensburg et al., 1994; Van 
Rensburg et al., 1996; Petersen 
et al., 1998. 

Endoglucanasa   Cellulomonas fimi Skipper et al., 1985 

Endo-β-1,4-glucanasa   Trichoderma longibrachiatum Pérez-González et al., 1993; 
1996 

Endo-β-1,4-glucanasa  Clostridium thermocellum Sacco et al., 1984. 

Endo-β-1,3-glucanasa BGL2 Saccharomyces cerevisiae Klebl & Tanner, 1989; Mrsa et 
al., 1993. 

Endo-β-1,3-1,4-glucanasa I 

 

egl1 Trichoderma reesei Penttilä et al., 1987a; Van 
Arsdell et al., 1987; Aho & 
Paloheimo, 1990; Bailey et al., 
1993. 

Endo-β-1,3-1,4-glucanasa III egl1, 3-5 Trichoderma reesei Penttilä et al., 1987a; 1987b; 
Suihko et al., 1991; Zurbriggen 
et al., 1991; Saloheimo et al., 
1994; 1997. 

FI-Carboximetilcelulasa  Aspergillus aculeatus Ooi et al., 1994; Ueda & Tanaka, 
2000 

Endo-β-1,3-glucanasa  Nicotiana plumbaginifolia Demolder et al., 1993 

EXOGLUCANASAS 

Exo-β-1,4-glucanasa  cex Cellulomonas fimi Curry et al., 1988 

Exo-β-1,3-glucanasa I + II  EXG1/BGL1 Saccharomyces cerevisiae Nebreda et al., 1986 

Exo-β-1,3-glucanasa III  EXG2 Saccharomyces cerevisiae Klebl & Tanner, 1989 

CELOBIOHIDROLASAS 

Celobiohidrolasa CEL3 Agaricus bisporus Chow et al., 1994. 

Celobiohidrolasa cbh1 Aspergillus aculeatus Murai et al, 1997; 1998; Takada 
et al., 1998. 

Celobiohidrolasa  Clostridium thermocellum Saito et al., 1990; Uozumi et al., 
1993 

Celobiohidrolasa  Penicillium janthinellum Koch et al., 1993 
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Celobiohidrolasa CBH1 Phanerochaete chrysosporium Petersen et al., 1998; Van 
Rensburg et al., 1997; 1998 

Celobiohidrolasa I cbh1 Trichoderma reesei Aho & Paloheimo, 1990; Van 
Arsdell et al., 1987; Penttilä et 
al., 1988. 

Celobiohidrolasa II  cbh2 Trichoderma reesei Aho & Paloheimo, 1990; 
Zurbriggen et al., 1990; Bailey et 
al., 1993; Penttilä et al., 1987b. 

ENDO/EXO-GLUCANASAS 

Endo/exoglucanasa  cel Bacillus sp strain DO4 Han et al., 1995; Cho et al., 
1999. 

β-GLUCOSIDASAS 

β-Glucosidasa bgl1 Aspergillus aculeatus Takada et al., 1998; Ueda & 
Tanaka, 2000. 

β-Glucosidasa bglA Aspergillus kawachii Van Rooyen et al., 2005. 

β-Glucosidasa  Aspergillus niger Penttilä et al., 1984 

β-Glucosidasa bgl Bacillus circulans Cho & Yoo, 1999; Cho et al., 
1999. 

β-Glucosidasa bglA-C Cellulomonas biazotea Rajoka et al, 1992; Rajoka & 
Malik, 1997. 

β-Glucosidasa BGLN Candida molischiana Sànchez-Torrez et al., 1998. 

β-Glucosidasa  Candida pelliculosa Kohchi & Toh-e, 1986. 

β-Glucosidasa bglB Candida wickerhamii Van Rooyen et al., 2005. 

β-Glucosidasa  Kluyveromyces lactis Raynal & Guérineau, 1984.; 
Raynal et al., 1987 

Celobiasa BGL1 Saccharomycopsis fibuligera Machida et al., 1988; Van 
Rensburg et al, 1998; Van 
Rooyen et al., 2005. 

β-Glucosidasa BGL2 Saccharomycopsis fibuligera Machida et al., 1988. 

β-Glucosidasa Bgl Trichoderma reesei Van Rooyen et al., 2005. 
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II JUSTIFICACIÓN 

 

La β-glucosidasa ha mostrado ser una limitante en el proceso de sacarificación de 

la celulosa, debido a que la acumulación de celobiosa inhibe a las endo y 

exoglucanasas. Cellulomonas flavigena PN-120 es capaz de producir una β-

glucosidasa oligomérica con alta actividad y resistencia a inhibición por glucosa. 

Sin embargo, la enzima permanece intracelularmente por lo que los extractos 

celulolíticos carecen de dicha actividad. Las levaduras como Saccharomyces 

cerevisiae tienen un sistema de secreción de proteínas bastante eficiente, por ello 

se pretende utilizar dicho mecanismo para la producción extracelular de la unidad 

catalítica de la β-glucosidasa de C. flavigena PN-120.  

En este sentido, la clonación de sólo la unidad catalítica de la β-glucosidasa 

resistente a inhibición por glucosa de C. flavigena PN-120 podría facilitar su 

expresión de forma extracelular en S. cerevisiae permitiéndole a la recombinante 

crecer y producir etanol a partir de sacarificados ricos en celobiosa. 
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III HIPÓTESIS 

 

H1. Saccharomyces cerevisiae tiene la capacidad para expresar y exportar la 

unidad catalítica de β-glucosidasa de Cellulomonas flavigena PN-120. 

 

H2. La cepa recombinante de Saccharomyces cerevisiae es capaz de crecer en 

celobiosa como única fuente de carbono. 
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IV OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo general 

Expresar extracelularmente y de manera funcional la unidad catalítica de la β-

glucosidasa de Cellulomonas flavigena PN-120 en Saccharomyces cerevisiae, 

permitiéndole emplear la celobiosa como fuente de carbono. 

 

4.2 Objetivos particulares 

OP1. Amplificar e identificar el gen bglA que codifica la unidad catalítica de la β 

glucosidasa de C. flavigena PN-120. 

OP2. Expresar el gen bglA en S. cerevisiae. 

OP3. Evaluar la actividad extracelular de la β-glucosidasa de la cepa recombinante 

de S. cerevisiae y su potencial capacidad de producir etanol en un medio con 

celobiosa como fuente de carbono. 
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V MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Microorganismos empleados 

Cellulomonas flavigena PN-120 se utilizó en el presente trabajo como fuente de 

DNA genómico. La bacteria se creció en medio mineral con 1 % bagazo de caña 

como fuente de carbono (Ponce Noyola & de la Torre, 1995). Los cultivos se 

incubaron a 37 ºC, 150 rpm por 24 h. Para la replicación de los vectores se 

empleó Escherichia coli cepa DH5α la cual se propagó en caldo Luria-Bertani (LB; 

Difco, Detroit, MI, USA) por 24 h a 37 ºC, 150 rpm con 100 mg/mL de ampicilina 

como sistema de selección.  

La cepa diploide de S. cerevisiae 2-24D (MATα, MATa, leu2d, ura3) fue utilizada 

para construir la recombinante que expresa la β- glucosidasa de C. flavigena PN-

120, a la cepa transformada se le llamó S. cerevisiae PM-15. La cepa diploide fue 

obtenida a partir de las cepas haploides de S. cerevisiae 2D (MATα, leu2d, ura3) y 

24D (MATa, leu2d, ura3) donadas por el Dr. Samuel Zinker del Departamento de 

Genética del CINVESTAV unidad Zacatenco. Las cepas de la levadura, tanto 

haploides como diploides, fueron propagadas en medio YPD (1 % de extracto de 

levadura, 2 % de bacto peptona, 2 % de glucosa y 40 mg/L de adenina 

hemisulfato) y conservadas en cajas Petri con el mismo medio de cultivo. Las 

levaduras transformadas fueron cultivadas en medio selectivo SD (1.7 g/L fuente 

de nitrógeno sin aminoácidos, 5 g/L (NH4)2SO4, 20 g/L de glucosa), se empleó una 
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mezcla de aminoácidos sin uracilo como reactivo de selección. En todos los casos 

S. cerevisiae fue incubada a 30 °C por 36 h. 

 

5.2 Procedimientos de biología molecular 

5.2.1 Extracción de DNA genómico 

Se prepararon 200 mL de cultivo de C. flavigena PN-120, la biomasa se separó 

por centrifugación a 5,000 rpm y se lavó 2 veces con amortiguador TE 1X. El 

paquete celular se resuspendió en 10 mL de TE, se agregaron 20 mg de  

proteinasa k (Research Organics, USA) y se incubó a 37 ºC por 30 min. El lisado 

se limpió con 2 mL de fenol saturado (Tris-HCl pH 7.2), se centrifugó a 5,000 rpm 

por 5 min y se recuperó la fase acuosa. Este paso se repitió hasta observar el 

sobrenadante claro. Se lavó de nuevo con fenol-cloroformo-isoamílico (25: 24:1) y 

posteriormente con cloroformo. La fase acuosa se precipitó con 3 volúmenes de 

etanol absoluto y 0.1 volúmenes de acetato de sodio 3 M por toda la noche. La 

pastilla se recuperó por centrifugación a 4 °C, 12,000 rpm, 15 min y se lavó con 

etanol al 70 %. Por último, se resuspendió en 50 µL de agua calidad MiliQ. 

 

5.2.2 Amplificación por PCR del gen bglA 

Para este procedimiento se diseñaron los siguientes oligonucleótidos iniciadores, 

para la secuencia en sentido KKS01 

(CGCGTGGAATTCAAAAGGGCCACCATGACGCTCGCCGAGAAGG), la cual 
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cuenta con la secuencia Kozak (GCCACC) y para la antisentido ESA01 

(CAGGCCGAATTCTCACGCGGTGATGGTGAACC). La reacción se llevó a cabo 

en tubos para PCR. Se añadieron 2 µL de DNA genómico (50 ng/ µL), 1 µL del 

iniciador en sentido (10 pM), 1 µL del oligonucleótido antisentido (10 pM), 1 µL de 

dNTP´s (0.1 mM), 5 µL de DMSO, 5 µL de regulador DNA polimerasa 10X, 0.5 µL 

de pfu DNA polimerasa (2.5 U/µL) y se ajustó a un volumen de 50 µL con agua 

calidad MiliQ. Para llevar a cabo la amplificación, se empleó la técnica “Hot-Start”. 

La técnica constó de dos programas distintos de amplificación, pero 

complementarios. El primer programa consistió en 5 min a 94 ºC y 8 ciclos de 94 

ºC por 1 min, 1.5 min a 61 ºC y 72 ºC durante 1.5 min. El segundo programa 

consistió en: 25 ciclos de 1 min a 94 ºC y 2.5 min a 72 ºC, acompañados de 7 min 

a 72 ºC. Se guardó a 4 ºC hasta la utilización del producto de amplificación. 

 

5.2.3 Extracción de plásmido 

Mediante la técnica de Miniprep se extrajeron los plásmidos empleados en este 

trabajo. Primero, se añadieron 3 mL de la cepa E. coli con el plásmido de interés 

(pYEX-S1 y pS1-bglA) en un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se centrifugó a 10,000 

rpm por 5 min. Se desechó el sobrenadante y posteriormente se resuspendió la 

pastilla con 500 µL de STE 1X, se repitieron las condiciones de centrifugación y 

manejo del sobrenadante. Se añadieron 200 µL de la solución P1 (50 mM Tris pH 

8.0, 10 mM EDTA, 400 µg/mL ribonucleasa A) y se resuspendió la pastilla. 

Posteriormente, se añadieron 400 µL de la solución P2 (200 mM de NaOH y 10 % 
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de SDS), se invirtió el tubo suavemente y se incubó a temperatura ambiente 

durante 5 min. Inmediatamente, se agregaron 300 µL de la solución P3 (255 mM 

de acetato de potasio pH 4.8), de nuevo se invirtió el tubo suavemente y se incubó 

en hielo durante 10 min. Por último, se centrifugó a 10,000 rpm por 30 min. El 

sobrenadante se pasó a un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se añadieron 0.6 

volúmenes de etanol absoluto y se dejó toda la noche a -20 ºC. 

 

5.2.4 Ligación 

La reacción de ligación se llevó a cabo con una relación 2:1 (inserto: vector). El 

inserto y el vector fueron previamente digeridos con EcoRI. Se añadieron 2 µL del 

regulador de ligación T4 DNA 10X, 1 µL T4 DNA ligasa (5U) y se ajustó con agua 

calidad MiliQ a 7.5 µL. La reacción de ligación se incubó a 7 ºC durante toda la 

noche y posteriormente 1 h a temperatura ambiente. 

 

5.2.5 Preparación de células competentes de E. coli 

Escherichia coli DH5α (sin vector) se inoculó en diez mL de medio LB (sin 

ampicilina) y se incubó a 37 ºC toda una noche. Al día siguiente, se inocularon 10 

mL de medio SOB con 100 µL del cultivo anterior y se incubó a 37 ºC por 3 h. El 

cultivo se incubó en hielo por 20 min, después se centrifugó a 2,300 rpm por 12 

min y el paquete se resuspendió en 3.2 mL de solución TFB1. La resuspención se 

puso en hielo por 15 min, se centrifugó a las condiciones anteriores. Las células se 
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resuspendieron en 800 μL de solución TFB2, se pusieron en hielo por 30 min y por 

último se almacenaron a -70 ºC. 

 

5.2.6 Transformación de células competentes de E. coli 

Se añadieron 10 μL de la reacción de ligación en 100 μL de células competentes y 

se incubaron en hielo por 30 min. La suspensión se puso en baño maría durante 

90 s a 42 ºC y posteriormente se colocaron en hielo por 3 min. Se agregaron 400 

μL de SOC, se incubó de 3 a 4 h a 37 ºC a 150 rpm. En una placa con medio LB 

(con ampicilina) se agregaron 100 μL del cultivo anterior y se incubó toda la noche 

a 37 ºC. 

 

5.2.7 Transformación de S. cerevisiae 

S. cerevisiae 2-24D fue transformada con la construcción pS1-bglA, mediante la 

técnica de acetato de litio (Gietz & Woods, 2006). La levadura hospedera se 

propagó en medio YPD a 30 ºC toda la noche, posteriormente se inoculó en medio 

YPD fresco a las mismas condiciones hasta obtener 1x108 cel/mL. Se cosecharon 

las células a 3,000 rpm por 5 min y se lavaron en dos ocasiones con agua calidad 

MiliQ estéril. Las células se distribuyeron en tubos Eppendorf y se agregaron 360 

μL de la “Mezcla T” (240 µLPEG 4000 [50% w/v], 36 µL de LiAc 1.0 M, 100 µg de 

DNA de cadena sencilla de esperma de salmón, 100 ng de DNA plásmidico 1% de 

DMSO, la mezcla se ajustó a 360 µL con agua calidad MiliQ), se incubó durante 
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15 min a 42 ºC, se centrifugó a las condiciones anteriores y se desechó el 

sobrenadante. Finalmente las células se resuspendieron en agua calidad MiliQ, se 

añadió 100 µL de la suspensión anterior en cajas Petri que contenían medio SD y 

se incubaron a 30 ºC durante 3 a 5 días. 

 

5.2.8 Confirmación del sentido de ligación. 

La confirmación del sentido correcto de la ligación del gen bglA en el vector de 

exportación de proteínas se llevó a cabo de dos formas. Primero, mediante un 

mapa de restricción y segundo, por secuenciación. La secuenciación se 

fundamentó en la metodología de Sanger et al., (1977) y se emplearon los 

oligonucleótidos pYEX-S01 (CCAAGGGGGTGGTTTAGT) y pYEX-SA01 

(CCAAAGAAGCACCACCACC), sentido y antisentido, respectivamente. La 

secuencia se llevó a cabo en el departamento de genética del CINVESTAV unidad 

Zacatenco. 

 

5.2.9 Electroforesis en gel de agarosa  

Para la identificación visual de los fragmentos de DNA, se realizaron electroforesis 

en geles de agarosa al 0.5 y 0.8%. Seis microlitros de DNA se mezclaron con 5 µL 

de TAE 1X y 1 µL de colorante de carga. Con la mezcla anterior, se cargaron los 

pozos del gel de agarosa y se corrió a 100 V. 
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5.3 Obtención de células diploides de S. cerevisiae 

Se propagaron por separado las cepas 2D y 24D de S. cerevisiae en medio YPD, 

posteriormente fueron mezcladas en una caja de Petri con el mismo medio de 

cultivo. La mezcla se realizó en un diámetro no mayor de 5 cm, la caja se incubó a 

30 ºC durante 4 días. La colonia resultante fue propagada en matraz con 50 mL de 

medio YPD, se incubó a 30 ºC, 250 rpm, toda una noche. Se tomó 1 mL del cultivo 

anterior y se inocularon 5 mL de medio de esporulación, se incubó a 30 °C por 3 

días. Las esporas se observaron al microscopio (40X). 

El medio de esporulación está compuesto de 10 g/L de acetato de potasio, 1 g/L 

de extracto de levadura, 0.5 g/L de glucosa, 60 µg/mL de L-leucina y 20 µg/mL de 

uracilo. La colonia resultante fue denominada S. cerevisiae 2-24D. 

 

5.4 Producción de la β-glucosidasa por S.cerevisiae PM-15  

Las células transformantes fueron crecidas en medio YPD y medio SD a una 

concentración final de 5x105 cel/mL. Se incubó a 30 ºC durante 36 h a 250 rpm y 

se llevaron a cabo ensayos de actividad enzimática de la β-glucosidasa. 

 

La actividad de β-glucosidasa se determinó por dos métodos: 
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a) Las colonias de S. cerevisiae PM-15 crecidas durante 3 días en cajas Petri con 

medio SD fueron bañadas con una sobre capa de 4-metilumbeliferil-1,4-D-

glucopiranosido (MUG) con 0.75 % de agarosa. La aparición de halos 

fluorescentes bajo luz UV indicó la presencia de la actividad de β-glucosidasa. 

b) La actividad en el sobrenadante se determinó empleando p-nitrofenil β-D-

glucopiranosido (pNPG) como sustrato. Un mL del extracto enzimático se 

concentró 10 veces (100 µL) y se agregó 1 mL de sustrato 1 mM en regulador de 

fosfatos 50 mM pH 6.2. La mezcla se incubó durante 40 min a 40 °C. La reacción 

se detuvo añadiendo 1 mL de Na2CO3 1M. La liberación de p-nitrofenil (pNP) fue 

medida a 400 nm, la actividad enzimática se expresó en µmol de pNP liberado por 

min-1 mL-1 empleando el coeficiente de extinción (18.5 mM-1) de pNP (Spiridonov 

et al., 2001). 

 

5.5 Purificación de la β-glucosidasa  

5.5.1 Cromatografía de intercambio iónico 

El sobrenadante de un cultivo de 200 mL de S. cerevisiae PM-15 fue recuperado 

por centrifugación, posteriormente se concentró en un ultrafiltro con una 

membrana de 30 kDa de tamaño de corte (Stierred ultrafiltration cell, Millipore®). 

El concentrado se sometió a cromatografía de intercambio aniónico empleando 

una columna de Q Sepharosa Fast flow (2 x 6 cm) equilibrada con 25 mL de Tris-

HCl 25 mM pH 7.2, y se eluyó con 0.6 M de KCl. Se recolectaron fracciones de 1 

mL. La purificación de la β-glucosidasa de C. flavigena PN-120 se llevó a cabo de 
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la misma manera, pero la enzima fue liberada previamente de las células usando 

lisozima de acuerdo a Barrera et al., (2007). 

 

5.5.2 Cromatografía de exclusión molecular 

Tres mL de la fracción con actividad β-glucosidasa obtenidas de la columna de 

intercambio iónico, fueron añadidos a una columna de Sephacryl S-200HR (1.5 x 

25 cm), pre-equilibrada con 25 mM de Tris-HCl pH 7.2 y se recolectaron aquellas 

fracciones que mostraron actividad de β-glucosidasa sobre pNPG. 

 

5.6 Electroforesis en geles de poliacrilamida 

Se corrieron geles de poliacrilamida en condiciones nativas (PAGE) y en 

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 8 y 10 %. Las proteínas fueron 

teñidas con Sypro Ruby (Molecular probes. S12000) y observadas bajo luz UV 

(360 nm). Una vez corridas las muestras, para hacer los zimogramas, los geles se 

sumergieron en 1mM de MUG con 50 mM de amortiguador de fosfato de sodio pH 

6.2, se incubaron a 40 °C por 40 min y se expusieron bajo luz UV (360 nm) con el 

fin de observar los halos de hidrólsis producto de la liberación de la 

metilumbeliferona. 
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5.7 Caracterización enzimática de la unidad catalítica de la β-glucosidasa 

producida por S. cerevisiae PM-15 

5.7.1 Especificidad 

La especificidad de la enzima recombinante fue examinada en placas de 

cromatografía de capa fina (TLC por sus siglas en inglés). La reacción de hidrólisis 

consistió en; 6 μg de celo-oligosacáridos aforados con 50 mM de amortiguador de 

fosfatos pH 6.5 a un volumen total de 100 μL de reacción. La reacción se incubó a 

40 ºC durante 12 h. La cantidad de enzima y el tiempo de reacción fueron 

estandarizados para hidrolizar eficientemente a la celopentosa. Los productos de 

la reacción fueron concentrados y aplicados en la placa de TLC (Silica gel 60; 

Merck). Se empleó ácido acético: N-butano: H2O (1:2:1) como fase móvil y los 

azúcares fueron visualizados una vez que se calentó la placa rociada con 

orcinol/H2SO4 (0.2 %/20 %). 

 

5.7.2 Inhibición 

Inhibición por glucosa.  

Se ensayaron concentraciones entre 10 y 500 mM de glucosa. La reacción 

consistió en 500 μL de pNPG 2 mM, 25 μL de extracto enzimático y el volumen 

suficiente de glucosa para tener las concentraciones deseadas. El volumen total 
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de reacción se ajustó a 1.1 mL con amortiguador de fosfatos pH 6.2, se incubó a 

40 ºC durante 40 min y se añadió 1 mL de Na2CO3 1 M para detener la reacción. 

 

Determinación del tipo de inhibición 

Se probaron concentraciones de 0, 160, 200, 500 mM de glucosa sobre 

concentraciones de sustrato (pNPG) que oscilaron de 2 a 7 mM, en intervalos de 1 

mM. La constante de inhibición (Ki), se calculó graficando Km/Vmax vs [glucosa] 

por el método de Lineweaver y Burk. 

 

Efecto del etanol  

Para determinar el efecto del etanol sobre la actividad de la β-glucosidasa se 

utilizó el mismo procedimiento utilizado para determinar la inhibición por glucosa. 

Se usaron concentraciones de etanol de 0 a 100 g/L y el efecto se reportó como 

actividad relativa.  

 

Efecto de compuestos fenólicos 

El efecto de los compuestos fenólicos sobre la β-glucosidasa se determinó por el 

método de desactivación de Ximenes et al., (2011). A la cantidad de enzima 

necesaria para obtener 2.0 UI/L se le añadió el volumen necesario de compuestos 

fenólicos (0.05 a 0.55 g/L) de un concentrado de 3 g/L. Se utilizó hidrolizado de 



34 
 

bagazo de caña como fuente de compuestos fenólicos (tabla 5) y se cambió la 

temperatura de incubación a 30 °C durante 24 h. Posteriormente se midió la 

actividad de la β-glucosidasa. 

 

5.8 Estructura 3D de la fracción catalítica de la β-glucosidasa de C. flavigena 

PN-120 

Para modelar la estructura de la fracción catalítica de la β-glucosidasa de C. 

flavigena PN-120 se llevó a cabo un alineamiento de la secuencia aminoacídica de 

la enzima en el programa del BLAST del NCBI. La secuencia se sometió a un 

análisis estructural manual en el SWISS-MODEL, SIB, 2011. 

 

5.9 Obtención de hidrolizados de bagazo se caña 

C. flavigena PR-22 se cultivó en un reactor con volumen nominal de 7 L (Applicon) 

con un volumen de operación de 5 L de medio mineral y 1 % de bagazo de caña 

previamente tratado con NaOH como sustrato. El reactor se operó a 37 °C, 0.5 

vvm y 300 rpm durante 48 h. El cultivo fue filtrado con una malla de acero para 

eliminar el sustrato residual, posteriormente se centrifugó a 8,000 rpm por 20 min. 

Se recuperó el sobrenadante y se ultrafiltró con una membrana de 10 kDa de 

tamaño de corte hasta obtener un décimo del volumen total. Al concentrado se le 

llamó extracto enzimático crudo y se le determinó actividad de xilanasas de 

acuerdo a Rojas-Rejón et al., (2011).  
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Para obtener el hidrolizado enzimático de bagazo de caña, en un reactor Applicon 

de 3.0 L de volumen nominal, se agregaron 3 % de bagazo de caña pretratado, 

1000 U/L de enzimas celulolíticas (con base en actividad de xilanasas), 100 mg/L 

de ampicilina y se ajustó a un volumen final de 2.0 L con amortiguador citratos 

fosfatos 25 mM pH 7.0 (Rojas-Rejón et al., 2011). Se dejó a 55 °C y 300 rpm, 

durante 3 días. Se recuperaro el hidrolizado mediante centrifugación (20 min a 

8,000 rpm), posteriormente el sobrenadante se pasó por un embudo con filtro de 

fibra de vidrio, poro M (MFS, Dublin, CA) para remover los sólidos finos y se 

refrigeró hasta su utilización.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Condiciones Composición Concentración 
(g/L) 

Distribución 
(%) 

Az-Red totales 
(g/L) 

Aerobias 

Hidrolizados de bagazo de caña Celotriosa 

Celobiosa 

Glucosa 

Compuestos fenólicos 

0.224 ± 0.01 

15.8 ± 0.05 

1.172 ± 0.01 

0.362 ± 0.013 

1.3  

91.9  

6.8 

17.2 ± 0.018 

Anaerobias     

Hidrolizados de bagazo de caña Celotriosa 

Celobiosa 

Glucosa 

Compuestos fenólicos 

0.138 ± 0.009 

10.11 ± 0.043 

0.372 ± 0.015 

0.181 ± 0.006 

1.3  

95.2 

3.5 

10.62 ± 0.056 

Aerobias y anaerobias 

Medio sintético Celobiosa 

Glucosa 

20 ± 0.067 

0.5 ± 0.01 

97.6 

2.4 

20.5 ± 0.067 

Tabla 4. Composición de los medios de cultivo empleados por S. cerevisiae PM-
15 para la producción de etanol. 

Az-Red totales = azúcares reductores totales 
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5.10 Crecimiento de S. cerevisiae PM-15 

5.10.1 Hidrolizados de bagazo de caña 

Reactores de 500 mL (Sixfors, Infors) con un volumen de operación de 350 mL, se 

inocularon para tener una concentracion inicial de 5x105 cel/mL de la cepa 

recombinante S. cerevisiae PM-15. El medio de cultivo consistió de 1 % de 

extracto de levadura, 2 % de bacto-peptona y la cantidad necesaria de 

hidrolizados de bagazo de caña para alcanzar de 1 a 2 % de azúcares reductores. 

Se incubó a 30 °C, 1.0 vvm, 250 rpm, durante 96 h. Para los experimentos en  

condiciones anaerobias, se repitió el mismo procedimiento, salvo que no se 

inyectó aire y la cantidad de inóculo fue la necesaria para tener una concentración 

inicial de 5 x106 cel/mL. 

Los muestreos fueron hechos cada 3 h durante las primeras 12 h de fermentación 

y posteriormente cada 8 h. 

 

5.10.2 Medio sintético 

Se utilizó el mismo procedimiento y condiciones de operación que en los 

experimentos con hidrolizados de bagazo de caña, pero el medio de cultivo 

consistió en 1 % de extracto de levadura, 2 % de bacto-peptona y 2 % de 

celobiosa. 
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5.10.3 Determinación de variables de respuesta 

En el proceso de crecimiento se evaluó glucosa, celobiosa, producción de etanol y 

la actividad volumétrica de la β-glucosidasa.  

La biomasa celular se calculó con base en una curva estándar (biomasa g/L vs 

DO600nm) y la glucosa se cuantificó con el analizador bioquímico YSI 2700. La 

concentración de celobiosa se determinó por HPLC (Varian 9002, IR PROSTAR 

detector), Los compuestos fueron separados en una columna Aminex HPX-87H 

(Bio-Rad, Richmond, CA), a 65 °C, se utilizó agua como fase móvil a un flujo de 

0.4 mL/min. 

El etanol se cuantificó con un cromatógrafo de gases con ionizador a la flama, 

utilizando una columna ZEBRON FFAP (Perkin Elmer Autosystem). Las 

temperaturas del detector, inyector y columna fueron de 220 °C, 200 °C and 60 °C 

respectivamente. 

Los compuestos fenólicos se cuantificaron por el método de Folin Ciocalteu, 

utilizando vainillina como estándar. Para la curva se empleó una solución estándar 

de vainillina (20 µg/mL), se tomaron 2 mL de esta solución, 10 mL de agua 

destilada, 1 mL de Folin-Ciocalteu, y se ajustó a un volumen final de 25 mL con 

Na2CO3 al 10.75 %. De la mezcla anterior se obtuvo un segundo lote con una 

concentración de vainilla de 1.6 µg/mL, éste se diluyó con agua destilada a 

diferentes concentraciones, de tal manera que la absorbancia a 760 nm fuese 

menor a 1.0 (Blainski et al., 2013). 
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5.11 Análisis estadístico 

Para todos los experimentos se llevaron a cabo tres repeticiones con muestreos 

por triplicado. Para el análisis estadístico se empleó un análisis de varianza del 

tipo ANOVA con el programa NCSS, 2007 para Windows. Los valores reportados 

fueron considerados significativamente diferentes con un α= 0.05 
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VI RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1 Construcción de la cepa recombinate S. cerevisiae PM-15 

6.1.1 Construcción del vector pS1-bglA. 

Con el propósito de obtener el gen que sería clonado en el vector de exportación 

de proteínas pYEX-S1, se amplificó el gen bglA que codifica para la unidad 

catalítica de la β-glucosidasa oligomérica (BGLA) de C. flavigena PN-120 

utilizando como molde la construcción pKS-bglA. Se utilizó la técnica de 

amplificación “Hot-start” buscando disminuir las amplificaciones inespecíficas. 

Mediante esta técnica se logró amplificar una banda de 2,220 pb 

aproximadamente, correspondiente al marco abierto de lectura de bglA. No se 

observaron amplificaciones inespecíficas (Fig. 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Amplificación del gen bglA mediante la técnica “Hot-Start”. M) marcador de 
tamaño molecular; bglA) gen que codifica para la β-glucosidasa de C. flavigena PN-
120 
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El plásmido pYEX-S1 linealizado y el gen bglA fueron desfosforilados y purificados 

con “Pure Link PCR Purification Kit” de Invitrogen, previamente a su ligación. En la 

figura 6 se observa las bandas que corresponden al plásmido pYEX-S1 y al gen 

bglA  

 

Una vez realizada la ligación y la transformación en E. coli DH5α, de las 

transformaciones obtenidas, los controles negativos no mostraron crecimiento; en 

los controles positivos se obtuvieron 61 colonias transformadas con el vector 

pYEX-S1. Mientras que en las células transformadas con la reacción de ligación, 

se obtuvieron 33 colonias candidatas que podrían estar replicando la construcción 

deseada. Se llevó a cabo la lisis de cada una de las colonias anteriores, eligiendo 

la colonia denominada 17 como la posible hospedera de nuestra construcción. 

M V bglA 

Figura 6. Gen bglA y plásmido pYEX-S1 purificados, y desfosforilados. M) 
marcador de tamaño molecular; V) plásmido pYEX-S1 linealizado; bglA) gen de la 
β-glucosidasa de C. flavigena PN-120. 
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El plásmido contenido en la colonia 17 se corrió en un gel de agarosa mostrando 

una banda de alrededor de 10,500 pb, que corresponde al tamaño esperado de la 

construcción e incluso formó una isoforma de aproximadamente 6,000 pb (Fig. 

7A). La banda anterior se digirió con la enzima EcoRI (GAATTC), ya que el gen 

bglA y el plásmido pYEX-S1 fueron unidos por ambos extremos con la secuencia 

de corte de dicha enzima. En la figura 7B, se muestran dos bandas, una de ellas 

de alrededor de las 8,300 pb y la segunda de alrededor de 2,200 pb, estas bandas 

corresponderían al plásmido pYEX-S1 y al gen bglA, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para confirmar el sentido correcto de la ligación del gen bglA en el plásmido de 

exportación, se realizó un mapa de restricción que consistió en una doble 

digestión con las enzimas PvuII y SalI. Según la simulación (programa NEBCutter 

V 2.0) la doble digestión debería arrojar tres bandas (6,691; 2,868 y 934 pb), para 

A) B) 

Figura 7. Producto de la ligación del gen bglA y el plásmido pYEX-S1. A) plásmido 
obtenido de la colonia 17; B) plásmido de la colonia 17 digerido con EcoRI. 
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suponer una correcta orientación de los fragmentos. El proceso de digestión liberó 

tres fragmentos, los cuales fueron de aproximadamente 7,000 pb, 3,000 pb y 900 

pb (Fig 8). Dichos resultados indican que el gen fue insertado con la orientación 

correcta en el plásmido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con base en los resultados obtenidos en el punto anterior, se decidió secuenciar 

el fragmento de alrededor de 3,000 pb. Para dicha tarea, se emplearon los oligos 

pYEX-S01 y pYEX-SA01 (sentido y antisentido), con el objetivo de observar el 

codón de inicio y terminación del marco abierto de lectura del gen bglA. Tomando 

como molde la construcción plasmídica de la colonia 17, se lograron obtener 409 b 
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Figura 8. Digestión del plásmido de la colonia 17. M) marcador de tamaño 

molecular; V) plásmido de la colonia 17 linealizado con BamHI; EcoRI) plásmido 

de la colonia 17 digerido con EcoRI; PvuII- SalI) doble digestión del plásmido de la 

colonia 17 con PvuII y SalI. 
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y 364 b de la secuencia sentido y antisentido, respectivamente. Posteriormente y 

con la ayuda de los oligos KKS01 y ESA01 se logró ampliar en más del 35 % las 

secuencias sentido y antisentido (Tabla 5). 

 

 

 

 

 

Secuencia sentido (629 bases) 

GAATTCAAAAGGGCCACCATGACGCTCGCCGAGAAGGTCGGCCAGATGATGCAGCTCGACTCGCGCG
GGTCCGTGCGCGGCCTGATCGAGGAGACGCACGTCGGCTCGATCCTGCACACGTCCCCCGCGCTCGTGC
GCGAGGCGCACGAGGTCACGGCCGGCACGCGCCTGCGCATCCCGCTGCTCATCGCCGAGGACTGCATC
CACGGCCACTCGTTCTTCGAGGGCGCGACGATCTTCCCCACGCAGCTCGGCATGGCCGCCTCGTGGGAC
CCCGGCCTCGTCGAGCGCGCCGCGCGCGTCACGGCCGTCGAGGTCGCCGCGACCGGCATCCACTGGACC
TTCTCCCCTGTGCTGTGCATCGCACGCGACCTGCGCTGGGGCCGGGTCTCCGAGACGTTCGGCGAGGA
CCCGTTCCTCATCGGCGAGCTCGCGTCCGCGATGGTCAAGGGCTACCAGGGCGACGGTCTGACCGACC
CGACGGCGATCCTCGCGACCGCCAAGCACTTCGCCGGCTACTCCGAGACGCAGGGCGGGCGGGACGCC
ACCGAGGCGGACATCTCGCGCCGCAAGCTCACCGCCTGGTTCCTGCCGCCGTTCGAGCGCGTCGCCCGC
GAGGGCTGCGCGAC 
 

Secuencia antisentido (620 bases) 

TGATGGTGAACCCCGCGACGAGCTGCTGCTCGCGCACCGAGGACGGCCCGACGCGCAGCTCGAACGCA
CCCGGCTCGACGACGCGGCGCGCCTGGGCGTCGACGATCGAGCACGCGGACGCCGGCAGCGTGAGCTC
GACGACGACGCTCTGGCCGGGCGCGACCTCCACCTGGCGGTACGCCTTGAGCTCGCTCTCGGCCCACAT
CGTCGTGGTGACGAGGTCGGACACGTAGACCTGGACGGTCTCGAGCGCGGGGCGCGTGCCGGTGTTGC
GGAGGGTGACCCGCGCGCGCACCTCGTCAGCCGCCGTGACCGACGGCGTGAGCACCTCGAGGTCGGCG
TACTCGAGCGTCGTGTAGCTCAGCCCGGCGCCGAACGCGAACGCCGGACGCTGCGTGAGGTCCGCGTA
CCGGGTGCCGTGCTGGCCGCGGAGCTGGTTGTAGAACGTCGGCTGCTGGCCGACGTGCCGCGCGAACG
TGATGGGCAGCCGCCCCGACGGCTCGACCAGGCCGAGCAGGATCTCCGCGACCGCCTGCCCGCCGCGCA
TGCCGGGGTTCGCGGCCCACACGACGGCCGCGGCGTCGAGCGCCGAGTCCGGCAGCACGTGCGGCTTG
GACGCC 
 

Tabla 5. Fragmentos obtenidos del proceso de secuenciación del plásmido de la 

colonia 17. 

EcoRI, secuencia en negritas; Kex2, secuencia subrayada; Kozak, secuencia con doble subraya; Codón de 
inicio, secuencia puntuada. 
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Con las secuencias obtenidas, se logró apreciar que los sitios EcoRI, Kex2, Kozak 

y codón de inicio se encuentran corriente abajo de la secuencia de exportación de 

proteínas de pYEX-S1. Lo anterior confirma la correcta orientación del gen bglA en 

la construcción. Por otro lado, según el programa BLAST del NCBI, las secuencias 

obtenidas tienen una identidad de entre el 34 al 89 % con la familia 3 de las 

glicosilhidrolasas y 100 % de identidad con la unidad catalítica de la β-glucosidasa 

de C. flavigena PN-120 (Reséndiz, 2008). Una vez comprobada la identidad y 

orientación del gen, la construcción fue denominada pS1-bglA. 

 

6.1.2 Obtención de células diploides de S. cerevisiae 

Las células haploides muestran baja termoestabilidad y poca tolerancia a ácidos, 

etanol y otros compuestos producidos en la fermentación (Yamada et al., 2010). 

Por tal motivo, se decidió aparear las cepas 2D y 24D de S. cerevisiae y así 

obtener una célula diploide. La cepa que se obtuvo en este procedimiento se 

denominó 2-24D (MATα, MATa, leu2d, ura3) y fue empleada como hospedero de 

la construcción pS1-bglA. En la figura 9 se puede observar la esporulación de S. 

cerevisiae como señal de éxito en la obtención de células diploides, ya que en 

condiciones desfavorables, como la falta de nutrientes, las células diploides llevan 

a cabo la meiosis, provocando la aparición de cuatro esporas haploides, dos del 

tipo sexual a y las otras dos del tipo α (Neiman, 2011). 
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6.1.3 Trasformación de S. cerevisiae cepa 2-24D 

Una vez obtenida la construcción pS1-bglA se llevó a cabo la transformación de la 

cepa diploide de S. cerevisiae cepa 2-24D. Como resultado, se obtuvieron 15 

posibles recombinantes capaces de expresar la unidad catalítica de BGLA de C. 

flavigena PN-120, las cuales fueron evaluadas con base en su capacidad de 

hidrolizar el sustrato sintético MUG. 

En la figura 10A se puede observar que todas las colonias transformadas con la 

construcción pS1-bglA fueron capaces de expresar extracelularmente la unidad 

catalítica de BGLA de C. flavigena PN-120 ya que mostraron un halo de hidrólisis 

Figura 9. Esporulación de la cepa diploide S. cerevisiae 2-24D. A) células 

haploides vistas en el objetivo 40X; 2D (MATα, leu2d, ura3); 24D (MATa, leu2d, 

ura3); B) células diploides vistas con los objetivos 40X y 100X. 

B) A) 

2D 

24D 
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alrededor de ellas. Como se esperaba, las colonias transformadas con pYEX-S1 

(control positivo) como también las colonias sin plásmido (control negativo), no 

fueron capaces de hidrolizar el MUG (Fig 10B). De las transformantes obtenidas 

con la construcción pS1-bglA se seleccionaron las colonias 4, 7 y 15, debido a que 

desarrollaron los halos de hidrólisis de mayor nitidez.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con el propósito de cuantificar y localizar la actividad de la β-glucosidasa de las 

tres recombinantes elegidas, las colonias 4, 7 y 15 fueron cultivadas en dos 

medios líquidos. El medio YPD (medio de cultivo rico) y el medio SD (medio de 

cultivo mínimo). La actividad enzimática se evaluó tanto en el sobrenadante, como 

en el paquete celular. Como se puede observar en la Tabla 6, se detectó actividad 

4 
7 

15 

Figura 10. Transformantes de S. cerevisiae cepa 2-24D. A) colonias transformadas 
con la construcción pS1-bglA; B) colonias transformadas con el plásmido pYEX-S1. 
Las flechas representan las colonias de la cepa 2-24D sin plásmido.  
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de β-glucosidasa tanto en el sobrenadante (expresión extracelular) como en el 

paquete celular en los medios de cultivo usados. 

Sin embargo, la producción total de la β-glucosidasa recombinante en el medio 

YPD fue 2 veces mayor que en el medio SD y la actividad enzimática se distribuyó 

de manera equitativa entre el paquete celular y el sobrenadante. Mientras que en 

las células cultivadas en medio SD el 80 % de la actividad de β-glucosidasa se 

concentró en el paquete celular. Estos resultados señalan que la composición del 

medio de cultivo tiene una influencia importante en la exportación de la proteína. 

Hahn-Hägerdal et al., (2005) observaron que la presencia de amino ácidos en los 

medios de cultivo tiene una influencia significativa en la expresión de algunas 

proteínas heterólogas, afectando de manera positiva la traducción y glicosilación. 

Un fenómeno similar al observado con nuestra S. cerevisiae recombinante fue 

encontrado por Rajoka et al., (2003), al emplear medio YPD en recombinantes de 

S. cerevisiae que expresaban la β-glucosidasa de C. biazotea. 

Las colonias 4, 7 y 15 tuvieron la misma actividad de β-glucosidasa en los medios 

líquidos y se escogió la colonia 15 para futuros ensayos, debido a que mostró el 

halo de hidrólisis más brillante, lo que refleja un mayor número de copias de la 

construcción pS1-bglA. Esta colonia fue denominada S. cerevisiae PM-15 y a la 

unidad catalítica de BGLA producida por esta cepa se le llamó BGLA15. 
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Tabla 6. Efecto del medio de cultivo en la distribución de la actividad β-glucosidasa de las recombinantes de S. cerevisiae 

 

 

 

Cepa Medio YPD Medio SD 

Sobrenadante  Paquete celular  Total  Sobrenadante  Paquete celular  Total 

UI/L %  UI/L %  UI/L  UI/L %  UI/L %  UI/L 

4 6.3 ± 1.3 48.1  6.8 ± 0.6 51.9  13.1 ± 1.5  1.0 ± 0.13 16.4  5.1 ± 0.8 83.6  6.1 ± 0.8 

7 6.2 ± 0.6 45.3  7.5± 1.6 54.7  13.7 ± 1.2  0.9 ± 0.1 14.5  5.3 ± 0.5 85.5  6.2 ± 0.7 

15 5.8 ± 0.3 42.6  7.8 ± 1.1 57.4  13.6 ± 0.9  0.8 ± 0.04 13.0  5.4 ± 0.6 87.0  6.2 ± 0.6 
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Posteriormente se evaluó la actividad enzimática extracelular producida por S. 

cerevisiae PM-15. La levadura recombinante produjo la enzima BGLA15 con una 

actividad de 5.82 UI/L y 0.99 UI/g de células. Estos valores fueron muy bajos 

comparados con los obtenidos en otros trabajos (Tabla 7), pero 19.5 y 22.5 veces 

mayores que la actividad de la β-glucosidasa de C. wickerhamii expresada en S. 

cerevisiae cepas pVBG-A y pVBG-C, respectivamente (Skory et al., 1996). 

 

 

 

 

 

Organismo fuente Actividad 
volumétrica (UI/L) 

Actividad específica 

(UI/g de células) 
Referencia 

Cellulomonas flavigena PN-120 5.82 0.99 Este trabajo 

Candida wickerhamii pVBG-A= 0.298 

pVBG-B= 0.051 

pVBG-C= 0.259 

NR Skory & Freer, 1996 

Candida molishiana 48 NR Sánchez-Torres et al., 1998 

Bacillus circulans 450 50 Cho et al., 1999 

Aspergillus aculeatus NR 21 Fujita et al., 2002 

Bacillus circulans NR 64 Pack et al., 2002 

NR= No reportado 

Tabla 7. β-glucosidasas expresadas en S. cerevisiae. 
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6.2 Caracterización de la β-glucosidasa extracelular producida por S. 

cerevisiae PM-15 

Con el propósito de identificar a la β-glucosidasa producida de manera extracelular 

por la levadura recombinante y comparar su patrón proteico con el de la levadura 

sin plásmido; S. cerevisiae PM-15 y S. cerevisiae 2-24D se cultivaron en medio 

líquido YPD. El sobrenadante parcialmente purificado de ambas cepas se corrió 

en geles de poliacrilamida en condiciones nativas para comparar los patrones 

proteicos. En el sobrenadante de S. cerevisae PM-15 se observó una banda la 

cual no se observó en el patrón de la cepa 2-24D (Fig 11A).  

Para confirmar que la banda proteica presente en la cepa PM-15 fuera la proteína 

recombinante BGLA15, se llevaron a cabo electroforesis en condiciones nativas 

(PAGE) del sobrenadante de la cepa PM15 y del extracto libre de células de C. 

flavigena PN-120 como control positivo que contiene la proteína nativa respectiva, 

y se hicieron los zimogramas correspondientes. Se observó un halo de hidrólisis 

tanto en el perfil proteico de PM-15, como en el de PN-120 y como se esperaba, el 

patrón de migración de las proteínas en PAGE fue diferente entre ambas cepas 

(Fig 11B). 

La β-glucosidasa de C. flavigena PN-120 es una proteína multimérica, donde sólo 

una fracción es capaz de llevar a cabo la función catalítica (Barrera et al., 2007). El 

gen que codifica para dicha fracción es el que fue clonado en S. cerevisae. Con la 

finalidad de separar las unidades de la β-glucosidasa de C. flavigena PN-120 y 
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comparar la unidad catalítica con la proteína expresada en S. cerevisiae PM-15, 

se llevaron a cabo electroforesis en condiciones desnaturalizantes y 

posteriormente el zimograma respectivo. En ambos perfiles proteicos en 

condiciones desnaturalizantes, se observó una banda de alrededor de 50 kDa con 

actividad enzimática que señala la presencia de la proteína activa (Fig 11C). La 

fluorescencia en los zimogramas fue muy tenue en comparación con el zimograma 

correspondiente a la electroforesis en condiciones no desnaturalizantes, debido a 

que las proteínas desnaturalizadas pierden una buena parte de su actividad. 

La β-glucosidasa de C. flavigena PN-120 está formada por tres unidades que 

componen a la proteína, al ser desnaturalizada la forma oligomérica, se libera la 

unidad catalítica y la banda de ésta y la de BGLA15 producida por S. cerevisiae 

PM-15 se encontraron a la misma altura. Estos resultados corroboran que BGLA15 

corresponde a la unidad catalítica de BGLA. 

 

 

 

 

 

 

 



53 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.2.1 Hidrólisis de celo-oligosacáridos por BGLA15 

Se ha reportado que algunas β-glucosidasas tienen afinidad por sustratos de no 

más de 3 moléculas de glucosa (Yoshida et al., 2010; Pozzo et al., 2010), por tal 

motivo se evaluó la capacidad de BGLA15 para hidrolizar celo-oligosacáridos de 2 

a 5 GP. Mediante TLC se observó que la enzima recombinante fue capaz de 

liberar glucosa de los cuatro sustratos ensayados (Fig 12). Sin embargo, la 

cantidad de unidades de enzima necesaria y el tiempo de reacción fueron 

diferentes según la longitud de la molécula. Así la hidrólisis de la celopentaosa y 

de la celotetraosa requirió 3 veces más unidades de enzima y 18 veces más 

tiempo que la de la celobiosa y la celotriosa. Puesto que BGLA15 es sólo la unidad 

A) B) C) 
PM-15 2-24D PN-120 PM-15 PN-120 PM-15 M PN-120 PM-15 PN-120 PM-15 

kDa 

200 

116.3 
97.4 

66.2 

45 

Figura 11. Electroforesis y zimogramas de la β-glucosidasa expresada 
extracelularmente por S. cerevisiae PM-15. A) Sobrenadante de la levadura 
recombinante y silvestre corrida en PAGE al 8% y teñida con Coomassie; B) Gel en 
PAGE al 10% teñido con Sypro ruby y zimograma usando MUG como sustrato; C) 
SDS-PAGE al 10% teñido con Sypro ruby y zimograma usando MUG como sustrato. 
M) marcador de masa molecular; PN-120) C. flavigena PN-120 BGLA; PM-15) cepa 
recombinante S. cerevisiae PM-15 BGLA15; 2-24D) cepa diploide S. cerevisiae 2-24D. 
La flecha señala la banda proteica recombinante. 
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catalítica de la β-glucosidasa de C. flavigena PN-120 (Barrera et al., 2007), estos 

resultados demuestran que la organización oligomérica de BGLA no es esencial 

para la hidrólisis de celo-oligosacáridos. Un comportamiento similar fue observado 

con la unidad catalítica de la β-glucosidasa tetramérica (KMBGLI) de 

Kluyveromyces marxianus, la cual liberó moléculas de glucosa en la hidrólisis de 

celobiosa y celotriosa (Yoshida et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la unidad catalítica de la β-glucosidasa tetramérica de Kluyveromyces 

marxianus existe un lazo que obstruye el sitio catalítico de la proteína y 

corresponde a los residuos de amino ácidos 503 al 512 (Yoshida et al., 2010), este 

es un impedimento estérico que limita la interacción de la enzima con sustratos de 

mayor tamaño molecular. Por lo tanto, es posible que el sitio activo de BGLA15, 

G1 

G2 

G3 

G4 

G5 

Estd 

G2 G3 G4 G5 

BGLA15 

Figura 12. Hidrólisis de celo-oligosacáridos con BGLA15. G1, glucosa; G2, 
celobiosa; G3, celotriosa; G4, celotetraosa; G5, celopentaosa. 
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sea obstruido de manera similar, pero en un menor grado, permitiéndole hidrolizar 

sustratos de 2 hasta 5 GP 

 

6.2.2 Inhibición de BGLA15 

La glucosa ha sido reportada como un inhibidor de la β-glucosidasa, por lo que se 

llevaron a cabo ensayos de inhibición in vitro con la proteína recombinante BGLA15 

y como control se empleó la proteína oligomérica BGLA de C. flavigena PN-120, 

ambas parcialmente purificadas. Se ensayaron concentraciones hasta de 500 mM 

de glucosa. BGLA perdió un poco más del 67 % de su actividad a 10 mM de 

glucosa, (Fig 13) lo que equivale a 3.0 veces menos actividad que la mostrada por 

BGLA15. Cuando BGLA fue sometida a 180 mM de glucosa conservó sólo el 1 % 

de su actividad, mientras que la β-glucosidasa recombinante retuvo 65 %. Incluso 

a la concentración de glucosa más alta ensayada (500 mM), BGLA15 conservó el 

35 % de su actividad, mientras que BGLA no mostró actividad alguna. El efecto 

inhibitorio de la glucosa observado en este trabajo sobre BGLA es similar al 

reportado por Acosta-Quijano (1993), sobre la misma enzima oligomérica de C. 

flavigena PN-120. 

Un comportamiento similar al observado al comparar la resistencia a inhibición por 

glucosa de la β-glucosidasa nativa (BGLA) con su recombinante (BGLA15) a 10 

mM se reportó con la β-glucosidasa de Humicola grisea (BGL4) expresada de 

forma heteróloga en S. cerevisiae, la cual denominaron BGL4sc. BGL4sc conservó 

prácticamente la totalidad de su actividad a 5 mM de glucosa, mientras que BGL4, 
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su forma nativa, redujo su actividad en un 50 % en las mismas condiciones 

(Benoliel et al., 2010). Por otro lado, la proteína BGLA15 fue 2.4 veces más 

tolerante a 100 mM de glucosa que la β-glucosidasa de Candida molishiana 

expresada por S. cerevisiae YCB3s (Sánchez-Torres et al., 1998). Además 

BGLA15 conservó 30 % de su actividad a 100 mM de glucosa al igual que la β-

glucosidasa de la recombinante de S. cerevisiae que expresaba la proteína BGLII 

de Saccharomycopsis fibuligera, misma que se ha reportado como la 

recombinante con mayor resistencia a inhibición por glucosa (Van Rooyen et al., 

2005).  

A pesar que BGLA15 presentó menor actividad comparada con otras β-

glucosidasas también expresadas por recombinantes de S. cerevisiae, su alta 

resistencia a inhibición por glucosa es una de sus características más importantes.  

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 13. Efecto de la glucosa sobre la actividad β-glucosidasa. BGLA15 (■); 
BGLA (▲). La línea sólida representa un ajuste polinomial de segundo grado. 
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La resistencia a inhibición por glucosa de la recombinante BGLA15, podría estar 

relacionado a un lazo proteico, ampliamente estudiado en las β-glucosidasas 

KMBGLI, BGL3B y EXO de Kluyveromyces marxianus (Yoshida et al., 2010), 

Thermotoga neapolitana (Pozzo et al., 2010) y Hordeum vulgare (Hrmova et al., 

2005; Hrmova & Fincher, 2007), respectivamente. Este lazo proteico de tipo hélice, 

actúa como una bisagra que permite que el sitio activo, formado por los dominios 

N-terminal [(β/α)6] y C-terminal [(α/β)8-sandwich], puedan moverse uno sobre otro 

durante eventos catalíticos sucesivos. 

Yoshida et al., (2010) observaron que en KMBGLI el movimiento del sitio activo, 

provocado por la bisagra proteica antes mencionada se veía mermado cuando la 

enzima se encontraba en su forma tetrámerica. Es decir, las subunidades de la 

estructura oligomérica comprimen a la unidad catalítica, por lo tanto, el movimiento 

de los dominios que conforman el sitio activo se ve comprometido. Esta situación 

empeora cuando en altas concentraciones de glucosa, el sitio de unión a 

carbohidrato de las subunidades es ocupado, comprimiendo aún más la unidad 

catalítica. 

Lo anterior podría explicar porque BGLA15 resiste concentraciones de glucosa 

mayores que su forma oligomérica (BGLA). Adicionalmente se evaluó el tipo de 

inhibición ejercido por la glucosa en BGLA15, para ésto se ensayaron 

concentraciones de 160, 200 y 500 mM de glucosa a diferentes concentraciones 

de sustrato. Mediante el gráfico de linewaver-Burke (Fig 14), se observó que la 

glucosa ejerce una inhibición del tipo competitivo, característico en las β-

glucosidasas (Lynd et al., 2002). 
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Por otro lado, la proteína recombinante BGLA15, tuvo la misma afinidad por pNPG 

que BGLA en condiciones no inhibitorias. Incluso, a 160 mM de glucosa, la 

proteína recombinante mantuvo la misma afinidad que la β-glucosidasa de C. 

flavigena silvestre (CDBB 531). La cepa CDBB 531 fue tratada con NTG para 

obtener la cepa de C. flavigena PN-120 (Ponce-Noyola & de la Torre, 2001), 

producto de está mutacion, C. flavigena PN-120 produce una β-glucosidasa 

(BGLA) con mayor afinidad a sustrato (Barrera et al., 2007). Lo anterior se debe a 

que producto de la mutación, BGLA cuenta con dos aminoacidos extra del tipo 

aspártico en el dominio N-terminal de la unidad catalítica, es por ello que BGLA15 

comparte la misma afinidad por pNPG que BGLA aun cuando sólo sea la unidad 

catalítica (Tabla 8). 

Figura 14. Inhibición de BGLA15 por glucosa. A) Control; B) 160 mM; C) 200 mM; D) 

500 mM 
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Posteriormente se calculó la constante de inhibición (Ki) de la β-glucosidasa por 

glucosa en las condiciones mencionadas anteriormente (Fig 15). BGLA15 mostró 

una Ki de 163 mM, 2.3 veces mayor que los 70 mM de la β-glucosidasa 

recombinante de Humicola grisea (Benoliel et al., 2010). En este aspecto, se tiene 

registrado que las Ki de β-glucosidasas de microorganismos recombinantes o no, 

oscilan de entre 0.3 mM hasta 100 mM (Karnchanatat et al., 2007; Benoliel et al., 

2010), inclusive algunas β-glucosidasas de hongos y bacterias con alta tolerancia 

a glucosa mantienen valores de Ki por arriba de los 200 mM (Pei et al., 2012). 

Entre mayor es Ki, más débil será la interacción enzima-inhibidor. 

 

 

 

Microorganismo Glucosa (mM) Km (mM) Fuente 

C. flavigena CDBB 531 0 2.6 Acosta-Quijano, 1993 

C. flavigena PN-120 0 1.3 Acosta-Quijano, 1993 

 

S. cerevisiae PM-15 

0 1.44  

Este trabajo 
160 2.84 

200 3.26 

500 3.85 

Tabla 8. Comparación de la constante de afinidad de la β-glucosidasa. 
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Uno de los propósitos de obtener una cepa recombinante de S. cerevisiae, fue 

poder producir etanol en sustratos ricos en celobiosa y otros celo-oligosacáridos. 

Para lograrlo, era necesario que la proteína BGLA15, fuera capaz de conservar su 

capacidad catalítica a altas concentraciones de etanol. Para evaluar el efecto del 

etanol sobre la enzima recombinante, se llevaron a cabo ensayos in vitro de 

actividad de β-glucosidasa tanto de la proteína recombinante como la proteína 

BGLA de C. flavigena PN-120, a concentraciones de 0 a 100 g/L de etanol.  

La enzima oligomérica BGLA, conservó alrededor del 50 % de su actividad a 70 

g/L de etanol, mientras BGLA15 mantuvo más del 80 % (Fig 16). La enzima 

BGLA15 conservó el 72 % de su actividad en 100 g/L de etanol, mientras que 

BGLA, sólo alrededor del 30 %. Por otro lado, dentro de los intervalos de 

Figura 15. Constante de inhibición de BGLA15 por glucosa. 
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concentracion ensayadas, la actividad β-glucosidasa disminuyó de forma lineal 

conforme aumentaba la concentración de etanol. Esto se explica, porque entre 

mayor es la concentración del solvente mayor el desplazamiento de agua en el 

escudo de hidratación de la proteína, modificando la interacción molecular que 

mantiene la conformación nativa de la enzima disminuyendo de forma lineal la 

actividad enzimática. (Yamane et al., 1988; Halling, 1990; Jana & Bandyopadhyay, 

2012). Zacks & Klibanov, (1988), encontraron que la actividad catalítica de 

diferentes tipos de enzimas, suspendidas en varios solventes orgánicos, fue 

influenciada sólo por la cantidad de agua retenida por la enzima y no por la 

naturaleza del solvente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Efecto del etanol sobre la actividad β-glucosidasa. BGLA15 (■); BGLA 
(▲).La línea sólida representa un ajuste polinomial de segundo grado. 
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6.2.3 Estructura 3D de BGLA15 

Para comprobar que la flexibilidad de BGLA15 por sustratos de 3 a 5 GP pueda 

deberse a la existencia de un sitio catalítico más profundo que aquellas β-

glucosidasas con afinidad a sustratos pequeños, se procedió a modelar la 

estructura 3D de BGLA15 y compararla con otras similares. La estructura 3D de 

BGLA15 se alineó con la estructura completa de BGL3B, reportada como una β-

glucosidasa flexible capaz de hidrolizar por lo menos sustratos de 3 GP (Pozzo et 

al., 2010) y la de KMBGLI, una β-glucosidasa poco flexible, capaz de hidrolizar 

sólo celobiosa (Yoshida et al., 2010). Los residuos catalíticos de BGLA15 (Asp241 y 

Glu499) se alinearon perfectamente con los de BGL3B (Asp243 y Glu458) y los de 

KMBGLI (Asp225 y Glu590). En la figura 17D-F, se puede observar un lazo proteico 

que actúa como impedimento estérico en el acomodamiento del sustrato con el 

sitio activo (D1-F1). Este lazo proteico se encuentra en las secuencias de 

aminoácidos (421-499) de BGLA15, (548-579) de BGL3B y (500-515) de KMBGLI. 

En BGLA15 el lazo proteico se encuentra a 18.0 Å y 12.3 Å del nucleófilo (Asp) y el 

donador de protones (Glu), respectivamente (1Å= 1x10-10 m = 0.1 nm). En la 

enzima KMBGLI, las distancias están más reducidas, 12.8 Å y 6.9 Å, en el mismo 

orden, denotando la cercanía del lazo proteico con el sitio activo y en BGL3B se 

encuentra a 23.7 Å y 11.9 Å con respecto al nucleófilo y el donador de protones, 

respectivamente. 



63 
 

Por medio de esta simulación en 3D, se puede observar que al igual que BGL3B, 

BGLA15 presenta un sitio activo lo suficientemente profundo para hidrolizar 

celobiosa y celotriosa con facilidad. Lo anterior se sustenta en que la profundidad 

del sitio activo puede estimarse midiendo la distancia del lazo proteico con los 

residuos del sitio activo. Entre más cercano el lazo proteico de los residuos 

catalíticos, menor profundidad del sitio activo (Kawabata & Go, 2007). 

Yoshida et al., (2010) crearon la mutante KMBGLI △(503-512) de KMBGLI, de la 

cual cortaron parte del lazo proteico que actúa como impedimento estérico, 

secuencia de amonoácidos (503-512). La mutante KMBGLI △(503-512) fue capaz 

de hidrolizar sustratos de hasta 4 GP. En ese mismo trabajo, al alinear la 

estructura de BGL3B y KMBGLI, se concluyó que estas β-glucosidasas son 

filogenéticamente muy similares, afirmación en la que se puede incluir a BGLA15. 

Con base en lo anterior, KMBGLI además de contar con los dominios amino 

terminal, carboxilo terminal y fibronectina del tipo III, como en el caso de BGLA3B 

y BGLA15, cuenta con un dominio adicional, el dominio PA14 (Fig 17 A, B y C). En 

el caso de KMBGLI, el lazo proteico que actúa como impedimento estérico en el 

acomodamiento de sustratos mayores a 2 GP, se encuentra en el dominio PA14. 

Por otro lado, en la figura 17 D, E y F, se puede observar la bisagra proteica (D2, 

E2 y F2) involucrada en la resistencia a inhibición por glucosa, responsable del 

movimiento de los dominios que componen el sitio catalítico. 

Se sabe que la hidrólisis de retención, característica de las glicosilhidrolasas de la 

familia 3 (GH3), se basa en la distancia que existe entre los residuos del sitio 
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activo, ésta oscila entre 4.8 Å a 6.5 Å (McCarter & Withers, 1994). En la figura 17I 

se observa que la distancia estimada entre el nucleófilo y el donador de protones 

de BGLA15 es de 5.8 Å, confirmando ser una GH3 al igual que BGL3B y KMBGLI. 
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Figura 17. Estructura de las β-glucosidasas KMBGLI, BGL3B y BGLA15. (A, D, G) KMBGLI. 
(B, E, H) BGL3B. (C, F, I) BGLA15. (D1, E1, F1) lazo proteico que obstruye el sitio activo. 
(D2, E2, F2) lazo proteico que actúa como bisagra. N) Nucleófilo, ácido aspártico; P) 
Donador de protones, ácido glutámico; Fibron III) fibronectina tipo III. Líneas punteadas 
representan la distancia entre los residuos del sitio activo y el lazo proteico de obstrucción, 
dado en Angstroms. 
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6.3 Crecimiento de S. cerevisiae PM-15 

6.3.1 Hidrolizados de bagazo de caña  

Con el propósito de evaluar la capacidad de S. cerevisiae PM-15 de crecer en 

hidrolizados de bagazo de caña ricos en celobiosa y celo-oligosacáridos 

(equivalente a 17.2 g/L de azúcares reductores totales), se cultivó a la levadura en 

un medio a base de extracto de levadura, bacto-peptona e hidrolizado de bagazo 

de caña (Tabla 4).  

En condiciones aerobias la levadura recombinante después de 12 h consumió la 

glucosa inicial (1.17 g/L) y se produjeron 0.216 g/L de biomasa. Posteriormente los 

azúcares reductores totales permanecieron constantes (Fig 18), pero la biomasa 

siguió incrementándose hasta alcanzar 0.724 g/L. Es probable que la levadura 

creciera a expensas de los aminoácidos presentes en la peptona suplementada en 

el medio de cultivo, ya que la celobiosa y la celotriosa no fueron consumidas, sin 

embargo no se monitoreó el consumo de aminoácidos. Se ha reportado que en 

ausencia de fuentes de carbono fácilmente asimilables, los aminoácidos son una 

fuente alterna de energía. Heyland y Blank, (2009) y Hosthersall y Ahmed, (2013) 

demostraron que el transporte y oxidación de aminoácidos, vía el ciclo de los 

ácidos tricarboxílicos (TCA), juega un papel importante en la supervivencia y 

crecimiento de las levaduras en ausencia de glucosa como fuente de carbono. A 

través del TCA los aminoácidos se transforman a oxaloacetato, posteriormente el 
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oxaloacetato es transformado a glucosa por medio de la gluconeogénesis (Hicks, 

2001; Soontorngun et al., 2007). Finalmente la levadura esporuló (Fig 19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La máxima actividad de la β-glucosidasa de S. cerevisiae PM-15 se alcanzó a las 

3 h de cultivo (0.74 UI/L), y disminuyó a un 80 % a las 36 h, sin que la celobiosa y 

la celotriosa fueran hidrolizadas. Cabe señalar que la temperatura y pH óptimos de 

BGLA15 es 40 °C y 6.2 respectivamente, por lo que los ensayos de actividad 

enzimática se hicieron bajo estas condiciones in vitro, aun cuando la fermentación 

se realizó a 30 °C y pH entre 5 y 5.5. En el caso de BGLA, que tiene el mismo pH 

y temperatura óptima que BGLA15, Barrera et al., (2007) observaron que a 30 °C la 

actividad sobre celobiosa disminuyó 62 %. Además, en el presente trabajo la 

Figura 18. Crecimiento aerobio de S. cerevisiae PM-15 en hidrolizados de 

bagazo de caña. Biomasa (■); Azúcares reductores totales (▲); Glucosa (○); 

Actividad β-glucosidasa (◊). La actividad enzimática fue evaluada empleando 

pNPG como sustrato. 
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actividad de BGLA15 se midió utilizando pNPG como sustrato y de acuerdo con 

Barrera et al., (2007), la β-glucosidasa de C. flavigena PN-120 muestra 10 veces 

mayor actividad en pNPG como sustrato, comparada con la actividad en celobiosa 

bajo condiciones óptimas de temperatura. Esta diferencia en la actividad se puede 

deber a que en el caso de la celobiosa, la segunda molécula de glucosa cambia la 

conformación del sitio activo de la β-glucosidasa y ésto no pasa con el residuo de 

para-nitrofenol del pNPG (Singhania et al., 2013). Por lo tanto, la actividad de la 

enzima fue sobreevaluada y además es probable que en el hidrolizado existan 

compuestos que la inhiben. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con base en la poca capacidad de BGLA15 para hidrolizar la celobiosa y celotriosa 

presentes en los hidrolizados de bagazo de caña en condiciones aerobias, se 

decidió reducir los azúcares reductores totales a 10 g/L (Tabla 4). Bajo estas 

Figura 19. Formación de esporas por S. cerevisiae PM-15 en la 

fermentación aerobia de hidrolizados de bagazo de caña. La flecha 

señala la espora. 
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condiciones de cultivo S. cerevisae PM-15 produjo 0.23 g/L de biomasa, además 

los 0.37 g/L de glucosa presentes en el medio de cultivo se consumieron en las 

primeras 12 h. Cuando el metabolismo de S. cerevisiae es fermentativo, el ATP es 

consumido a la misma velocidad que es producido en la glucólisis (Guimarães & 

Londesborough, 2007). Por lo tanto, al aumentar el estrés celular por falta de 

nutrientes, se estaría reduciendo la actividad de todos los ciclos metabólicos, 

limitando la producción de ATP, provocando que se utilice eficientemente para la 

producción de las macromoléculas involucradas en la formación de esporas (Ray 

& Ye, 2013). 

Por otro lado, a las 12 h de cultivo, la actividad de β-glucosidasa fue 0.96 UI/L y 

después de 24 h disminuyó un 60 %. Al igual que en condiciones aerobias, la 

actividad enzimática se vio inhibida, aunque no en el mismo porcentaje. Este 

resultado sugiere que en el hidrolizado pueden existir inhibidores de la enzima, ya 

que al utilizar menor concentración de hidrolizado, la inhibición disminuyó. Al igual 

que en condiciones aerobias, la celobiosa y la celotriosa no fueron utilizadas (Fig 

20), por lo tanto la levadura esporuló. 
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Se sabe que un gran número de compuestos fenólicos se forman durante la 

hidrólisis y el pretratamiento de la lignocelulosa (Martín et al., 2002; Chandel et al., 

2007). Ximenes et al., (2011) ensayaron el efecto in vitro de 0.26 g/L de distintos 

compuestos fenólicos en la β-glucosidasa de T. reesei y observaron que el ácido 

gálico, tánico, ferúlico y cumárico de manera individual redujeron la actividad en 

90, 75, 40 y 85 %, respectivamente, después de 24 h de incubación. Por lo que 

era factible que BGLA15 fuera inhibida por los compuestos fenólicos presentes en 

el hidrolizado de bagazo de caña. Para contestar esta pregunta la enzima BGLA15 

se incubó durante 24 h con diferentes concentraciones de compuestos fenólicos 

(0.05 a 0.55 g/L) provenientes del hidrolizado enzimático del bagazo de caña. Se 

observó que conforme aumentó la concentración de los compuestos fenólicos la 

Figura 20. Crecimiento anaerobio de S. cerevisiae PM-15 en hidrolizados de 

bagazo de caña. Biomasa (■); Azúcares reductores totales (▲); Glucosa (○); 

Actividad β-glucosidasa (◊).La actividad enzimática fue evaluada empleando 

pNPG como sustrato. 
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actividad de BGLA15 disminuyó. A 0.05 g/L se redujo la actividad enzimática de 

BGLA15 en 49 %. Cuando la concentración de compuestos fenólicos in vitro fue 

igual a la determinada en los reactores anaerobios (0.18 g/L), la actividad in vitro 

de BGLA15 se vio reducida en 60 % (Fig 21) y con 0.35 g/L, la actividad se redujo 

en 78 %, similar al 80 % observado en los cultivos aerobios a 0.36 g/L de 

compuestos fenolicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados anteriores demuestran que existen compuestos en el hidrolizado de 

bagazo de caña que disminuyen la actividad de la enzima BGLA15.  

 

 

Figura 21. Efecto de los compuestos fenólicos sobre la actividad de BGLA15. El 

100 % de actividad corresponde a 2.0 UI/L, sobre pNPG. 
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6.3.2 Medios sintéticos 

Para comprobar si S. cerevisiae PM-15 podía crecer en cultivos ricos en celobiosa, 

se cultivó en un medio sintético, que contenía 20 g/L de celobiosa como fuente 

principal de carbono y 0.5 g/L de glucosa como inductor de BGLA15. La cinética de 

crecimiento se muestra en la Fig. 22, en donde se observa que PM-15 fue capaz 

de asimilar la celobiosa, alcanzando una µmax de 0.14 h-1. Además, la actividad 

extracelular de BGLA15 que fue de 1.9 UI/L estuvo asociada al crecimiento, tal y 

como se esperaba porque su expresión está regulada por el promotor constitutivo 

PGK1, el cual controla la expresión de la proteína fosfoglicerato quinasa que es 

requerida en altos niveles por las levaduras con el fin de utilizar la glucosa como 

fuente de energía (Graham & Chambers, 1997). 
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Por otra parte, se logró detectar por medio de HPLC la presencia de etanol, sin 

embargo, debido a la incertidumbre de los resultados, no fue posible determinar 

con exactitud la concentración. En condiciones aerobias, las levaduras pueden 

producir etanol, a este fenómeno se le demonima efecto Crabtree (Barnett & 

Entian, 2005). La concentración mínima de glucosa para que se presente este 

metabolismo respiro-fermentativo depende de la especie, en S. cerevisiae se a 

reportado que se presenta a concentraciones de glucosa mayores a 0.8 mM 

(Verduyn et al., 1984; Otterstedt et al., 2004). En estos experimentos se utilizó 2.7 

mM de glucosa como inductor, por lo que efecto Crabtree se presentó. 

Figura 22. Crecimiento aerobio de S. cerevisiae PM-15 en medio sintético. 

Biomasa (■); Celobiosa (▲); Glucosa (○); Actividad β-glucosidasa (◊). La 

actividad enzimática fue evaluada empleando pNPG como sustrato. 
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Al igual que en los cultivos donde se emplearon hidrolizados de bagazo de caña, 

S. cerevisiae PM-15 formó esporas. Sin embargo, en este caso no se observó una 

disminución en la actividad β-glucosidasa de BGLA15.  

La cinética de la fermentación, en el mismo medio de cultivo (Fig. 23), muestra 

que al igual que en las condiciones aerobias, la levadura tuvo la capacidad de 

hidrolizar la celobiosa alcanzando una µmax= 0.10 h-1 con un total de 0.81 g/L de 

biomasa, sin embargo después de 36 h la levadura esporuló, asimismo la 

actividad de la enzima BGLA15 estuvo asociada al crecimiento, alcanzando un 

máximo de 1.3 UI/L, también se detectó etanol, con la misma salvedad indicada en 

las condiciones aerobias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Crecimiento anaerobio de S. cerevisiae PM-15 en medio sintético. 

Biomasa (■); Celobiosa (▲); Glucosa (○); Actividad β-glucosidasa (◊). La 

actividad enzimática fue evaluada empleando pNPG como sustrato. 
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Por otro lado, la biomasa producida por S. cerevisiae PM-15 en condiciones 

aerobias es similar a los obtenidos por Van Rooyen et al., (2005) con las cepa 

recombinante de S. cerevisiae Y294 [SFI], la cual expresa extracelularmente la β-

glucosidasa dimérica de S. fibuligera. Inclusive aun cuando PM-15 sólo expresa 

extracelularmente la unidad catalítica de la β-glucosidasa de C. flavigena PN-120 

es capaz de competir con las cepas Y294 [SFI(A)] y Y294 [SFI(C)] que expresan 

de manera intermembranal, la misma β-glucosidasa de la cepa Y294 [SFI] (Tabla 

9). No obstante, los resultados obtenidos demuestran que S. cerevisiae PM-15 es 

capaz de crecer en celobiosa. Es importante optimizar tanto el medio como las 

condiciones de cultivo para evitar incertidumbres en la producción de etanol así 

como realizar investigaciones para lograr que la cepa produzca etanol en los 

hidrolizados de bagazo de caña. 
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Recombinantes µmax (h
-1

) Biomasa (g/L) Etanol (g/L) 

Aerobio   

Y294-[SFI] 0.23 1.83 1.14 

Y294-[SFI(A)] 0.20 2.75 0.41 

Y294-[SFI(C)] 0.20 2.83 0.56 

EB1 0.04 NE ND 

PM-15 0.14 1.79 NE 

Anaerobio     

Y294-[SFI] 0.18 0.62 2.12 

Y294-[SFI(A)] 0.10 0.67 2.17 

Y294-[SFI(C)] 0.11 0.73 2.02 

EB1 0.03 NE 1.5 

PM-15 0.10 0.81 NE 

Recombinantes Genotipo Referencia 

Y294-[SFI] URA3 PGK1p-xyn2s-BGLI-PGK1T (van Rooyen et al., 2005) 

Y294-[SFI(A)] URA3 PGK1p-xyn2s-BGLI-AGα1-PGK1T (van Rooyen et al., 2005) 

Y294-[SFI(C)] URA3 PGK1p-xyn2s-BGLI-cwp2-PGK1T (van Rooyen et al., 2005) 

EB1 PGK1p-αfBGLI-PGK1T (Zhong-Peng et al., 2011) 

PM-15 URA3 PGK1p-ss-bglA-PGK1T Este trabajo 

Tabla 9. Crecimiento en cultivo por lote de recombinantes de S. cerevisiae en 
celobiosa 
 

NE= no estimable; ND = No detectado 
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VII CONCLUSIONES 

 

Se obtuvo una cepa recombinante de Saccharomyces cerevisiae, que secreta 

tanto en el periplasma como al medio de cultivo y de manera funcional, la unidad 

catalítica de la β-glucosidasa de Cellulomonas flavigena PN-120. Esta 

recombinante fue denominada S. cerevisiae PM-15. 

 

La enzima recombinante BGLA15 expresada por la cepa S. cerevisiae PM-15 tiene 

la capacidad de hidrolizar sustratos de 2 hasta 5 unidades de glucosa. 

 

La enzima recombinante BGLA15 es inhibida competitivamente a concentraciones 

de entre 10 y 500 mM de glucosa, mientras que el etanol inactiva a la enzima, 

siendo la inactivacion una función lineal de la concentración de etanol. 

 

S. cerevisiae PM-15 crece e hidroliza a la celobiosa. 

 

En los hidrolizados de bagazo de caña se encuentran compuestos fenólicos que 

inhiben la actividad de la enzima BGLA15, impidiendo el desarrollo de S. cerevisiae 

PM-15  
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VIII RECOMENDACIONES 

 

Es necesario detoxificar los hidrolizados de bagazo de caña para evaluar el 

verdadero potencial de S. cerevisiae PM-15 de crecer y producir etanol de 

segunda generación a partir de éstos. 
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