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RESUMEN 

El agotamiento inevitable de petróleo ha despertado interés en combustibles 

alternativos en el mundo. Una de las opciones en la actualidad es el desarrollo de 

energías renovables que a su vez proporcionen un aporte positivo al medio 

ambiente, contrario a los combustibles fósiles utilizados en la actualidad. Las 

enzimas ofrecen ventajas sustanciales sobre los catalizadores químicos debido a que 

son derivadas de recursos renovables, son biodegradables, trabajan en condiciones 

relativamente moderadas, tienden a ofrecer una exquisita selectividad en la 

estereoquímica de reactantes como de productos. En este estudio se sintetizó el 

ADN complementario de una enzima involucrada en la degradación de celulosa, la 

endo-β-1,4-glucanasa derivada de la termita Coptotermes formosanus, ya que 

estudios sugieren que esta termita utiliza la celulosa como fuente de alimento. El 

ADN complementario fue modificado y clonado en el vector pPIC9 y se expresó en 

Pichia pastoris cepa GS115. La enzima se produjo y mostró actividad celulolítica 

sobre carboximetil celulosa, liberando productos hidrolíticos en medio líquido. 

Comprender el metabolismo de la celulosa en termitas podría ayudar al desarrollo de 

biopesticidas para este tipo de plagas. Las celulasas recombinantes podrían ser 

útiles en algún programa de producción de bioetanol basado en azúcares, además 

podría tener otro tipo de aplicaciones como en el pretratamiento de insumos en la 

industria fermentadora. 
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ABSTRACT 

The inevitable depletion of oil has sparked interest in alternative fuels around the 

world. One option today is the development of renewable energy which in turn 

provide a positive contribution to the environment, contrary to fossil fuels used today. 

Enzymes offer substantial advantages over chemical catalysts because they are 

derived from renewable resources, biodegradable, working in relatively mild 

conditions, they tend to offer exquisite selectivity in the stereochemistry of reactants 

and products. In this study the complementary DNA of the endo-β-1,4-glucanase 

enzyme was synthesized, which is involved in the degradation of cellulose to simple 

sugars formation, this cDNA comes from Coptotermes formosanus termite because 

studies suggest that this termite uses cellulose as a food source. The cDNA was 

modified and transformed into Escherichia coli DH5α and subsequently was cloned in 

the expression system of Pichia pastoris GS115 strain. The enzyme was produced 

and showed cellulolytic activity on CMC, releasing hydrolytic products in liquid 

medium. Recombinant cellulases could be useful in a bioethanol production program 

based on sugar, it could also have another applications such as the treatment of 

products in fermentation industry; besides provide extra information that could 

facilitate cellulolytic understanding in termites and therefore to the development of 

biopesticides. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

En los últimos años, la necesidad de incrementar la producción de bioetanol 

utilizando materias primas de fuentes renovables y sobre todo que no posean valor 

alimenticio como el caso del maíz y caña de azúcar, han incrementado los estudios 

de los procesos de hidrólisis ácida y enzimática, con el objetivo de separar la lignina 

de la celulosa y hemicelulosas de los materiales lignocelulósicos para disponer de 

estos materiales y convertirlos a bioetanol mediante una hidrólisis enzimática 

eficiente (Sánchez y Cardona, 2008). En la actualidad, ha surgido un creciente 

interés en el estudio de los sistemas enzimáticos necesarios para el metabolismo de 

la celulosa, polisacárido más abundante en la naturaleza (Biely, 1985). Su 

composición es variable y depende de la fuente vegetal del que provenga, por lo que 

recientemente, los estudios se han enfocado en la clonación, caracterización, 

expresión y purificación de enzimas celulolíticas para producirlas de manera eficiente 

y utilizarlas a nivel industrial en la producción de bioetanol (Cooper, 2013).  

El bioetanol es el biocombustible líquido más utilizado directamente como 

potenciador de gasolina. Está reportado que el etanol tiene grandes propiedades 

amplificadores, no es tóxico y no contamina las fuentes de agua (Sánchez y 

Cardona, 2008). El bioetanol, no solo reduce la dependencia de las importaciones de 

petróleo y alivia las incertidumbres causadas por las fluctuaciones de precio, sino 

que también asegura las reducciones en los problemas de contaminación del medio 

ambiente debido a su alto contenido de oxígeno (Demain, 2009). La seguridad 
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energética y el cambio climático son problemas que se deben atender y la sustitución 

de los combustibles derivados de fuentes no renovables como el petróleo por 

biocombustibles de fuentes renovables es la mejor opción. 

Las enzimas ofrecen ventajas sustanciales sobre los catalizadores químicos, en 

cuanto a que son derivadas de recursos renovables, son biodegradables, trabajan 

bajo condiciones relativamente moderadas de temperatura y pH, además tienden a 

ofrecer una exquisita selectividad en la estereoquímica tanto de reactantes como de 

productos (Cherry, 2003). A medida que las preocupaciones medioambientales 

aumentan por presión de la población y la industrialización, la necesidad de 

encontrar métodos más eficientes de producción de bienes y provisión de servicios 

da lugar a mayor interés en las enzimas (Guerrero, 2009).  

Las termitas (fam. Insecta; subfam Isoptera) son las principales fuentes para 

degradar material orgánico en algunas regiones. Tienen una capacidad 

profundamente eficaz para degradar la celulosa (Ohkuma, 2003; Yamada et al., 

2005). Pueden digerir hasta 99% de la celulosa presente en el material vegetal que 

ingieren. Por lo anterior, estos organismos han sido de gran interés para los 

investigadores. Además, las termitas poseen un mecanismo dual de degradación de 

celulosa, específicamente por que presentan complejos enzimáticos como endo y 

exo glucanasas que trabajan de manera conjunta y que contribuyen a eficientar los 

procesos de degradación (Nakashima et al., 2002; Watanabe y Tokuda, 2010; Scharf 

et al., 2011).  
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Las principales enzimas involucradas en la degradación de la celulosa son la endo-β-

1,4-glucanasa (EG), exoglucanasas y β-glucosidasas (BG). Las EG pertenecen a la 

familia glicosil hidrolasa 9 (GHF) (Watanabe et al., 1998; Nakashima et al., 2002; 

Tokuda et al., 2004; Watanabe y Tokuda, 2010). En la actualidad existen estudios 

donde han aislado el ARN total de la enzima endo-β-1,4-glucanasa de la termita 

Coptotermes formosanus (Zhang et al., 2009) y se ha clonado el ADN 

complementario (ADNc) de las enzimas endo-β-1,4 glucanasa y β-glucosidasa en 

Escherichia coli y se ha analizado la actividad de la enzima marcada con etiquetas 

de histidina (HisTag) en el extremo C-terminal y posteriormente la enzima sin HisTag; 

la actividad de la enzima construida sin HisTag fue mejor que la de forma nativa, 

concluyendo que las etiquetas de histidina posiblemente afectaron la estructura 

tridimensional de la proteína y se propuso entonces que en un futuro se llevara a 

cabo la clonación con HisTag en el extremo N-terminal.  También se demostró que la 

enzima EG endógena de C. formosanus, se expresó en E. coli y fue activa al digerir 

papel filtro compuesto de celulosa, liberando principalmente celotriosa y celobiosa 

(Zhang et al., 2009). La función de esta celulasa también implica que la celulosa 

puede convertirse en glucosa cuando una β-glucosidasa está presente, sin la ayuda 

de 1,4-β-glucan celobiohidrolasa (exoglucanasa), la cual se pensaba que era 

necesaria para la hidrólisis efectiva de celulosa a glucosa en hongos y sistemas 

bacterianos (Nakashima et al., 2002). 

Clarificar los mecanismos moleculares que permiten a las termitas degradar la 

madera para utilizar la lignocelulosa como única fuente de alimento, hace una 

tentadora área de investigación en la cual se explora el potencial para optimizar la 
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producción de enzimas recombinantes en la conversión de biomasa (Ni et al., 2005, 

2007; Todaka et al., 2009). 

La levadura P. pastoris y su cepa GS115 es un sistema de expresión que produce 

altos niveles de proteínas heterólogas, entre uno a dos órdenes de magnitud encima 

de Saccharomyces cerevisiae (Faber et al., 1995), por lo que las levaduras juegan un 

papel importante para obtener altos rendimientos de las proteínas de interés. 

Además, son capaces de secretar proteínas heterólogas al medio de cultivo (Veana 

et al., 2014) y puede cultivarse a altas densidades celulares de más de 450 g/L en 

peso húmedo y de 130 g/L de peso seco (Siegel y Brierley, 1989; Wegner, 1990), 

logrando concentraciones hasta de gramos de la proteína recombinante por litro de 

medio de cultivo (Romanos et al., 1991).  El vector comúnmente utilizado por P. 

pastoris para la sobreexpresión de proteínas es el pPIC9, es por estas razones que 

hacen a P. pastoris un sistema de expresión ideal para la producción de proteínas 

recombinantes, tanto para investigación básica como para fines industriales 

(Guerrero-Olazarán et al., 2002). 

En base a lo anterior, el proposito de la presente investigación fue clonar y 

caracterizar la enzima EG modificada de C. formosanus y evaluar su actividad en el 

sistema de expresión de P. pastoris con la finalidad de obtener información acerca 

del mecanismo de degradación de la celulosa que pueda utilizarse en programas de 

producción de bioetanol a partir de residuos lignocelulósicos, además podría tener 

otro tipo de aplicaciones como en el pretratamiento de insumos en la industria 

fermentadora de azúcares. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo General 

Identificar, modificar y clonar la secuencia genética de la enzima endo-β-1,4-

glucanasa (EG) derivada de la termita Coptotermes formosanus y producirla en el 

sistema de expresión de Pichia pastoris cepa GS115. 

2.2 Objetivos Específicos  

1. Identificar especies de organismos productores de enzimas capaces de 

degradar sustratos de celulosa insoluble. 

2. Identificar enzimas relacionadas con el metabolismo de la celulosa. 

3.  Diseñar in silico la secuencia génica que codifica para la enzima endo-β-1,4-

glucanasa y añadir elementos génicos que faciliten su clonación. 

4.  Sintetizar y clonar el gen que codifica para la endo-β-1,4-glucanasa en el 

vector pUC57 de E. coli DH5α (compañía GeneScript). 

5. Construir el vector de expresión pPIC9 para P. pastoris conteniendo la 

secuencia génica de la enzima endo-β-1,4-glucanasa. 

6. Transformar P. pastoris GS115 con la construcción pPIC9-EG y con el casete 

sin el gen de la EG como control negativo del ensayo. 

7. Realizar análisis enzimáticos de la proteína recombinante. 
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3. REVISIÓN DE LITERATURA 

3.1 Bioetanol 

3.1.1. Problemática 

El problema en la demanda de combustibles líquidos es más crítico en países cuya 

economía se basa en el transporte vehicular; el uso de combustibles fósiles ha traído 

como consecuencia una masiva emisión de gases contaminantes, dióxido y 

monóxido de carbono, los cuales han sido asociados al llamado efecto invernadero 

(Mercer, 1971). 

Existen preocupaciones sobre el suministro de petróleo y las consecuencias 

ambientales del consumo del combustible a gran escala por lo que se están 

impulsando la explotación de alternativas más sustentables (Berlin et al., 2006). El 

bioetanol es una de las opciones que podrían sustituir a los combustibles para 

vehículos. En general, las diversas materias primas utilizadas para la producción de 

bioetanol por fermentación podrían clasificarse en tres tipos de materias primas: 

azucares, almidones y materiales lignocelulósicos (Liu y Shen, 2008). 

Los combustibles fósiles oxigenados con etanol han jugado un papel importante 

dentro de la política de tecnologías limpias para la obtención de energías renovables, 

ya que el uso de mezclas de etanol-combustible fósil, permiten una oxidación más 
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eficiente, por lo cual se disminuye la emisión de monóxido de carbono y aromáticos a 

la atmósfera (Álvarez, 2006). 

3.1.2 Materia prima para uso de bioetanol 

El uso de materias primas pertenecientes a la cadena alimenticia ha generado 

controversias y aseveraciones como la de Jean Zigler (Relator especial de la 

alimentación para la ONU), quien afirmó que el uso de cultivos alimenticios para la 

conversión en combustible constituía un “crimen contra la humanidad tomando en 

cuenta que mil millones de personas sufren hambre en el mundo”. La complicación 

radica en que algunos países como Estados Unidos, obligan a competir los centros 

de suministro de alimentos con las estaciones de combustible, debido a que ambos 

demandan el maíz ya sea como producto alimenticio o como materia prima para la 

producción de bioetanol. (González et al., 2008). 

El mundo encara el agotamiento progresivo de sus recursos energéticos basados 

mayoritariamente en combustibles no renovables. Por otro lado, el consumo global 

de combustibles genera enormes cantidades de gases contaminantes que son 

liberados a la atmósfera (Carrero, 2007).  Este tipo de contaminación ha causado 

cambios en el clima, por lo que se ha convertido en una de las problemáticas que 

más preocupan a los gobiernos, las comunidades y la opinión pública en general 

(FNB, 2004). La única forma de encarar esta problemática es mediante recursos 

energéticos renovables; para ello, la biotecnología ofrece múltiples alternativas 

tecnológicas. Una solución renovable es el uso de energía solar y aprovecharla en 

forma de biomasa, la cual está representada en los materiales lignocelulósicos y los 
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cultivos de plantas ricas en energía. Las emisiones de CO2 generadas por la 

producción y uso de biocombustibles son compensadas por la absorción de 

CO2 durante el crecimiento de las plantas y de otros materiales vegetales, a partir de 

los cuales dichos combustibles se producen (Cardona y Sánchez, 2005). Cannell 

(2003) destacó que una hectárea de cultivo usado para la producción de 

biocombustibles líquidos (bioetanol, biodiesel), puede evitar la emisión de 0.2-2.0 ton 

de carbono a la atmósfera en comparación con el empleo de combustibles fósiles. 

3.1.3 Beneficios  

Para un país como Estados Unidos, la producción masiva de biocombustibles 

representaría el "regreso" de dinero y puestos de trabajo a la economía, sin 

mencionar que el desarrollo de cultivos energéticos implicaría un impulso al sector 

rural (Sheehan y Himmel, 1999). Este argumento es aún más válido para la mayoría 

de los países latinoamericanos, considerando la perspectiva de una reducción de las 

reservas comprobadas de petróleo en un plazo de 5-10 años. Una parte importante 

del PIB de cada país tendría que destinarse a la compra de petróleo, cuya 

perspectiva de precios es muy incierta, a lo que hay que agregar la feroz 

competencia que encaran los productos agrícolas de los países latinoamericanos 

frente a los enormes subsidios destinados al sector primario por los países 

desarrollados (Cardona y Sánchez, 2005). 

3.2 Lignocelulosa 

En la actualidad, el bioetanol se utiliza como combustible alternativo para vehículos 

en Estados Unidos, Brasil y China, se produce principalmente a partir de almidón de 
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maíz o caña de azúcar (Macedo et al., 2008). Aunque el bioetanol producido a partir 

de maíz o de caña de azúcar domina los mercados de biocombustibles en la 

actualidad, su espacio de desarrollo ha sido limitado por el recurso de tierra y el 

suministro de alimentos. El proceso para la producción de etanol a partir de 

materiales lignocelulósicos es más complicado que producirlo a partir de azúcar o 

almidón. La estructura cristalina recalcitrante de la biomasa lignocelulósica, que dota 

a la pared de la célula de planta con resistencia a la biodegradación, impide su 

hidrólisis a azúcares monoméricos para la posterior conversión de bioetanol (Wen et 

al., 2009). 

La lignocelulosa de residuos agrícolas, industriales y forestales representa la mayor 

parte de la biomasa total presente en el mundo y son consideradas como la más 

grande fuente de hidratos de carbono renovable conocido. Esto ha puesto atención 

en la utilización de los azúcares fermentables a partir de lignocelulosa fuente para la 

producción de biocombustibles (Jørgensen et al., 2007). 

Una tecnología prometedora es la de convertir la biomasa lignocelulósica en etanol a 

partir de un proceso a base de enzimas (Sánchez y Cardona, 2008; Niño et al., 

2013). Una amplia variedad de técnicas de pretratamiento físico (trituración, 

hidrotermólisis), químicos (ácido, alcalino, solventes, ozono, etc.), fisicoquímicos 

(vapor, explosión con fibra de amonio) y biológicos han sido desarrollados para 

mejorar la accesibilidad de las enzimas a las fibras del material lignocelulósico 

(Mosier et al., 2005; Niño et al., 2013). 
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De acuerdo con los resúmenes de las últimas revisiones en el pretratamiento de 

materiales lignocelulósicos para la producción de bioetanol, todos han probado que 

la hemicelulosa y lignina tenían los obstáculos para completar la hidrólisis enzimática 

(Hendriks y Zeeman, 2009). 

El principal reto en la producción de etanol a partir de biomasa lignocelulósica es el 

pretratamiento e hidrólisis de la materia prima. El complejo lignocelulósico está 

compuesto principalmente de una matriz de carbohidratos compuesta de celulosa y 

lignina enlazada por cadenas de hemicelulosa (Zumalacárregui-De Cárdenas et al., 

2015). 

El pretratamiento tiene como objetivo desintegrar esta matriz de tal manera que la 

celulosa reduzca su grado de cristalinidad y aumente la celulosa amorfa, que es la 

más adecuada para el posterior ataque enzimático. Adicionalmente, la mayor parte 

de la hemicelulosa se hidroliza durante el pretratamiento y la lignina se libera o 

puede incluso descomponerse. En una etapa posterior, la celulosa liberada es 

sometida a hidrólisis enzimática con celulasas exógenas, lo cual hace que se 

obtenga una solución de azúcares fermentables que contiene principalmente 

glucosa, así como pentosas resultantes de la hidrólisis inicial de la hemicelulosa. 

Estos azúcares son posteriormente convertidos en etanol (EtOH) mediante 

microorganismos que pueden utilizar uno o varios de los azúcares presentes en el 

material lignocelulósico pretratado e hidrolizado. El bagazo seco contiene 

aproximadamente 50% de celulosa, 30% de hemicelulosa y 20% de lignina 

(Zumalacárregui-De Cárdenas et al., 2015). 
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El pretratamiento permite que los rendimientos en la hidrólisis de celulosa aumenten 

al menos 20% de los rendimientos teóricos a valores mayores al 90% (Lynd, 1996). 

Para el pretratamiento se han propuesto y desarrollado diferentes métodos (Sun y 

Cheng, 2002); sin embargo, ninguno de los métodos de pretratamiento propuestos se 

puede aplicar en forma genérica a las diferentes materias primas. Esto justifica la 

realización de análisis detallados de estas tecnologías en cada caso en particular. La 

síntesis de procesos puede aportar las herramientas necesarias para descartar las 

opciones con menos perspectivas en forma preliminar, teniendo en cuenta nuevos 

procedimientos, esquemas y alternativas que se planteen en la etapa de diseño 

(Claassen et al., 1999). 

La composición de los materiales lignocelulósicos consta de tres principales tipos de 

polímeros llamados celulosa, hemicelulosa y lignina, que se asocian entre sí (Fengel 

y Wegener, 1984). En el Cuadro 1 se muestran los porcentajes de celulosa, 

hemicelulosa y lignica en deshechos agrícolas (Sun y Cheng, 2002). 

Cuadro 1. Contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina en residuos agrícolas y 
desechos (Sun y Cheng, 2002; Guerrero, 2009). 
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En la lignocelulosa la mayor parte de la glucosa se encuentra dentro de los polímeros 

cristalinos de la celulosa. La hemicelulosa también los contiene, pero en forma de 

copolímeros conformados por glucosa, xilosa y otros. Sin embargo, la lignina que es 

el tercer componente mayoritario en la lignocelulosa dificulta los procesos de 

hidrólisis al estar integrado por un polímero aromático complejo (Binder y Raines 

2010). Por lo anterior, es necesario incorporar tratamientos de hidrólisis que 

disminuyan la formación de compuestos inhibitorios que afecten el proceso de 

fermentación (Jiménez et al., 2011). 

3.2.1 Celulosa 
 

Existe celulosa en subunidades de D-glucosa, unidas por β-1,4 enlaces glicosídicos 

(Fengel y Wegner, 1984). La celulosa en una planta consta de partes con una 

estructura cristalina organizada, y partes con una estructura amorfa no muy bien 

organizada. La celulosa se encuentra empaquetada formando fibrillas de celulosa o 

manojos de celulosa. Estas fibrillas son en su mayoría independientes y débilmente 

unidas a través de enlaces de hidrógeno (Laureano-Pérez et al., 2005). 

3.2.2 Hemicelulosa 
 

La hemicelulosa es una estructura de carbohidrato complejo que se compone de 

diferentes polímeros como pentosas (xilosa y arabinosa), hexosas (como manosa, 

glucosa y galactosa), y ácidos de azúcar; el componente dominante de la 

hemicelulosa de madera y plantas agrícolas, como hierbas y paja es xilano y para la 

madera blanda es glucomanano (Fenger y Wegener, 1984). 
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La hemicelulosa tiene un peso molecular inferior a la celulosa y ramas con cadenas 

laterales cortas que consisten de diferentes azúcares, que son polímeros 

hidrolizables fáciles (Fengel y Wegener, 1984). La hemicelulosa sirve como una 

conexión entre la lignina y las fibras de celulosa y da mayor rigidez a la célula 

(Laureano-Perez et al., 2005). 

La solubilidad de los diferentes compuestos de hemicelulosa es en orden 

descendente: manosa, xilosa, glucosa, arabinosa y galactosa; aumento de la 

solubilidad, está relacionada con el aumento a la temperatura (Gray et al., 2003).  La 

solubilidad de los polímeros moleculares superiores no se pueden predecir, debido a 

puntos de fusión desconocidos. La solubilización de compuestos de hemicelulosa 

comienza a los 180 °C bajo condiciones neutrales (Bobleter et al., 1994). La 

solubilización de los componentes de lignocelulosa no sólo depende de la 

temperatura, sino también en otros aspectos como el contenido de humedad y pH 

(Fengel y Wegener, 1984). El xilano parece ser la parte que se puede extraer más 

fácilmente. De la celulosa, hemicelulosa y lignina las hemicelulosas son las más 

sensibles a tratamiento térmico y químico. Durante el pretratamiento térmico-químico 

primeramente los grupos laterales de la hemicelulosa reaccionan, seguidos por la 

columna vertebral de hemicelulosa (Sweet y Winandy, 1999). 

3.2.3 Lignina 
 

La lignina es uno de los biopolímeros más abundantes en las plantas y junto con la 

celulosa y la hemicelulosa conforma la pared celular de las mismas en una 

disposición regulada a nivel nano-estructural, dando como resultado redes de lignina-
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hidratos de carbono. La composición o distribución de los tres componentes en esas 

redes varía dependiendo del tipo de planta. En el caso de la composición de la 

madera, los rangos más comúnmente encontrados son: Celulosa: 38-50%; 

Hemicelulosa: 23-32% y Lignina: 15-25% (Chávez y Sinfontes, 2013). 

Es un heteropolímero amorfo no-soluble en agua y ópticamente inactivo, todo esto 

hace que la degradación de la lignina sea muy difícil (Fengel y Wegener, 1984). La 

lignina, al igual que la hemicelulosa, normalmente empieza a disolverse en agua a 

los 180° bajo condiciones neutrales (Bobleter, 1994). La solubilidad de la lignina en 

ambientes ácidos, alcalinos o neutrales dependen del precursor (p-cumaril, 

coniferílico, alcohol sinapílico o combinaciones de ellos) de la lignina (Grabber, 

2005). 

3.3 Hidrólisis enzimática de la celulosa 
 

Los principales programas de investigación se inclinan por la hidrólisis enzimática, 

puesto que en esta vía se considera que existen mayores posibilidades de reducción 

de costos, en detrimento de los procedimientos que utilizan la hidrólisis ácida que se 

consideran tecnologías más desarrolladas y donde las opciones de mejora son más 

limitadas. La hidrólisis enzimática presenta, al menos, tres ventajas potenciales 

frente a los procesos catalizados por ácidos: mayores rendimientos, no existe 

producción de sustancias tóxicas como consecuencia de la degradación de los 

azúcares que pudieran comprometer la fermentación posterior (Mesa et al., 2008). La 

hidrólisis enzimática presenta ventajas frente a la hidrólisis química, entre las cuales 
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pueden mencionarse que no genera gran corrosión, bajo consumo de enzima y baja 

toxicidad de los hidrolizados (Taherzadeh y Karimi, 2007). 

Los factores que afectan a la susceptibilidad al ataque enzimático incluyen la 

cristalinidad de la celulosa, la protección que ejercen tanto la hemicelulosa como la 

lignina y, en menor medida, la superficie accesible de la celulosa y el grado de 

acetilación de la hemicelulosa (Hsu, 1996). 

El objetivo de la hidrólisis enzimática de la celulosa se basa en la capacidad de las 

enzimas de liberar polisacáridos de glucosa y moléculas de glucosa. La hidrólisis 

enzimática de residuos celulósicos parece ser uno de los caminos más 

prometedores. El alto costo de las enzimas celulolíticas es, sin embargo, la principal 

barrera para hacer competitivo un proceso de obtención de etanol a partir de 

residuos lignocelulósicos, frente a otros procesos.  

La hidrólisis enzimática de la celulosa se lleva a cabo con enzimas celulasas, 

catalizadores altamente específicos. La hidrólisis se lleva a cabo bajo condiciones 

suaves (pH 4.5, 50°C, agitación suave) (Taherzadeh y Karimi, 2007) el complejo 

enzimático se encuentra conformado principalmente por: endoglucanasas (1,4-β-D 

glucan glucanohidrolasas; EC 3.2.1.4) que actúan hidrolizando uniones internas de la 

molécula de celulosa, exoglucanasas, (1,4-β-D glucan celobiohidrolasas, EC 

3.2.1.91), que actúan presumiblemente sobre los extremos de la cadena de celulosa, 

liberando moléculas de celobiosa y D-glucosa y las β-glucosidasas (o celobiasas 

cuando actúan sobre la celobiosa; EC 3.2.1.21), muestran gran actividad sobre 

dímeros solubles de bajo peso molecular (Watanabe y Tokuda, 2001, 2010). La 
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hidrólisis enzimática es claramente preferida a partir de un proceso orientado y desde 

el punto de vista medio ambiental. Sin embargo, la viabilidad económica requiere el 

desarrollo de celulasas activas a altas temperaturas, tolerantes a bajos pH, con 

actividad altamente específica y resistente a la inhibición por glucosa (Mesa et al., 

2008). 

La fracción mayoritaria de la biomasa es la celulosa, compuesta por largas cadenas 

de glucosa unidas por enlaces β (1-4) que, a su vez, se agrupan en estructuras 

superiores de gran cristalinidad. Esta estructura cristalina es la que dificulta la 

hidrólisis de la celulosa para la obtención de azúcares fermentables. Mientras que las 

hemicelulosas, componentes minoritarios, presentan una estructura amorfa de fácil 

acceso (Dagninoa et al., 2010). 

La etapa de hidrólisis provoca la ruptura de los polímeros de celulosa y hemicelulosa, 

obteniéndose los monómeros respectivos; la hidrólisis completa de celulosa da 

exclusivamente el monómero D-glucosa, mientras que a partir de las hemicelulosas 

se obtienen un conjunto de pentosas y hexosas, como manosa, glucosa, xilosa, etc. 

Los azúcares de cinco carbonos son difíciles de fermentar por los microorganismos 

comunes (Thaerzadeh y Karimi, 2008). La etapa de hidrólisis (Figura 1) puede 

realizarse mediante catálisis química o enzimática; lo ideal es el pretratamiento 

enzimático ya que da lugar a productos más puros, aunque existen otros métodos 

menos utilizados y poco estudiados como la irradiación gamma y la utilización de 

microondas, entre otros (Dagninoa et al., 2010). 
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Figura 1. Hidrólisis enzimática de celulosa. Esquema del mecanismo de 
degradación de celulosa de las celulasas endo-β-1,4-glucanasas, celobiasas y β-
glucosidasas (SIGMA-ALDRICH). 
 

 

3.4 Enzima endo-β-1,4-glucanasa 
 

La enzima endo-β-1,4-glucanasa pertenece a la familia 9 de las enzimas glicosíl 

hidrolasas, también llamadas “endoglucanasas”, son enzimas hidrolíticas que 

escinden los enlaces β-glucosídicos en los polímeros de glucosa, llamado celulosa. 

Las endoglucanasas trabajan en conjunto con otras enzimas celulasas para liberar 

glucosa monomérica a partir de polímeros de celulosa. Las dos enzimas más 

comunes que trabajan colectivamente con las endoglucanasas son las 

exoglucanasas y las β- glucosidasas (Watanabe y Tokuda, 2010). 
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Zhang et al., (2009) demostraron que una endo-β-1,4-glucanasa endógena de C. 

Formosanus expresada en E. coli, puede digerir papel filtro compuesto de celulosa y 

liberar predominantemente celotriosa (polisacárido de tres glucosas) y celobiosa 

(disacárido de glucosa). Incluso se encontró glucosa como producto cuando 

aumentaron el tiempo de la reacción. 

La función de esta celulasa también implica que la celulosa puede convertirse a 

glucosa cuando una BG adicional está presente, aún sin la presencia de la enzima 

1,4-β-D-glucanocelobiohidrolasa (una exoglucanasa), la cual se cree que es 

necesaria para la hidrólisis efectiva de celulosa a glucosa en sistemas bacterianos y 

fúngicos (Béguin y Aubert, 1994). 

Las celulasas son enzimas extremadamente comunes con actividad importante en la 

naturaleza como en la degradación de biomasa, como celulosa y hemicelulosa, en la 

defensa contra las bacterias, en mecanismos de patogénesis y en el normal 

funcionamiento celular. Junto con las glucotransferasas, las glucosidasas forman la 

mayor maquinaria catalítica para la síntesis y rotura de enlaces glucosídicos (Jeng et 

al., 2010). 

3.5 Termita Coptotermes formosanus 

 

Las termitas juegan un papel clave en la descomposición de material lignocelulósico, 

ingiriendo una variedad de materiales vegetales en diferentes etapas de 

humificación, se considera que todos los tipos de alimentación derivan de un hábito 

primitivo de alimentación de madera (Noirot, 1992; Nakashima y Azuma, 2000). 
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Inicialmente la digestión de celulosa en termitas se atribuyó a bacterias en su 

intestino delgado, pero no se encontró evidencia de esto (Schultz y Breznak, 1978; 

O'Brien y Slaytor, 1982). Se consideró entonces la posibilidad de un sistema 

endógeno de digestión de celulosa (Potts y Hewitt, 1973; Hogan et al., 1988a; 

Slaytor, 1992; Breznak y Brune, 1994; Tokuda et al., 1997) y se confirmó que la 

actividad celulolítica en el intestino medio cumplía los requisitos metabólicos de las 

termitas (Slaytor et al., 1997) y que la expresión de los ARN mensajeros (ARNm) de 

la endo-β-1,4-glucanasa endógena se produjeron en el epitelio del intestino medio 

(Tokuda et al., 1999). 

Las termitas C. formosanus son insectos naturales que se alimentan de madera. La 

invasión de esta especie de termita en estructuras de madera y árboles en zonas 

urbanas han causado daños que requieren costo de reparación de alrededor de un 

billón de dólares anuales en los Estados Unidos (Lax y Osbrink, 2003). Se han 

intentado nuevos métodos para controlar la población de esta especie, uno de los 

esfuerzos es apuntar y entender el mecanismo por el cual las termitas logran 

metabolizar materiales basados en celulosa (Zhang et al., 2009). El hallazgo de la 

actividad celulolítica (Watanabe et al., 1997) y un gen de la celulasa (Watanabe et 

al., 1998) en la glándula salivar e intestino medio de Reticulitermes speratus (Kolbe) 

condujo a la hipótesis de que las termitas inferiores incluyendo C. formosanus, puede 

contener una celulasa endógena, que puede desempeñar un papel específico en el 

procesamiento de celulosa de madera en el intestino medio antes de la fermentación 

posterior en el intestino posterior por simbiontes (Zhang et al., 2009). 
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3.6 Pichia pastoris como sistema de expresión 
 

La levadura Pichia pastoris es una levadura metilotrófica (capaz de crecer en 

metanol como única fuente de carbono), produce niveles de proteínas recombinantes 

de uno a dos órdenes de magnitud por encima de Saccharomyces cerevisiae (Faber 

et al., 1995), es capaz de secretar proteínas heterólogas al medio de cultivo (donde 

los niveles de proteínas nativas son muy bajos) y que en contraste con esta última, 

puede cultivarse a altas densidades celulares de más de 450 g/L en peso húmedo y 

de 100 g/L de peso seco (Siegel y Brierley, 1989), haciéndola por mucho una de las 

más productivas, logrando concentraciones hasta de gramos del recombinante por 

litro de medio de cultivo (Romanos et al.,1991; Clare et al.,1991). 

La temperatura y el pH son parámetros importantes de controlar en la producción de 

proteínas en P. pastoris. (Fuentes-Garibay et al., 2015) lograron producir la enzima 

tanasa recombinante estable mostrando actividades máximas a los 20 °C y un pH de 

5.0 en P. pastoris y se han documentado numerosos ensayos de producción de 

proteínas heterólogas biológicamente activas a distintos pH. En general, para la 

producción de proteínas recombinantes uno de los sistemas más usados es P. 

pastoris debido a sus modificaciones post-traduccionales y su promotor inducible con 

metanol. 

El promotor del gen de la alcohol oxidasa 1 (aox1) de P. pastoris es uno de los que 

más se emplean para dirigir la síntesis de proteínas recombinantes. Es tan específica 

su regulación, que en presencia de otra fuente de carbono que no sea metanol 

(como glicerol o glucosa), el sistema está apagado completamente (Ascacio-
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Martínez, 2004) y basta reemplazar dicha fuente por metanol para encenderlo 

(Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Producción de biomasa por Pichia pastoris. Esta levadura alcanza altas 
densidades celulares en biorreactores. Se muestran dos botellas que contienen 
medio de cultivo con biomasa a diferente densidad celular. El de la izquierda 
corresponde a uno crecido en matraz con deflectores con una Densidad Óptica (DO) 
a 600 nm = 1.0. Mientras que el de la derecha corresponde a uno crecido en un 
biorreactor y tiene una DO a 600 nm = 500 (Ascacio-Martínez, 2004). 

 

P. pastoris se ha utilizado comúnmente como sistema de expresión de proteínas 

recombinantes provenientes de distintos organismos como bacterias, levaduras, 

hongos y de células eucariotas, como proteínas de fusión que actúan como 

antígenos inmungénicos eficientes y vacunas (Martínez-Hernández et al., 2017), 

también se ha utilizado para la producción de una variante recombinante de la 

hormona de crecimiento humano HGH-V, la cual está involucrada en la coordinación 

del metabolismo fetal y maternal durante el embarazo (Palma-Nicolás et al., 2005), 
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así como la producción de la hormonas de crecimiento canino C. familiaris (Ascacio-

Martínez y Barrera-Saldaña, 2004).  

La producción de hormonas de crecimiento recombinantes inicialmente y 

actualmente se producen en bacterias, principalmente en E. coli. Su procesamiento 

no es simple debido a su desnaturalización y precipitación como cuerpos de inclusión 

cuando es expresada en el citosol y se obtienen pobres rendimientos cuando se 

secretan al espacio periplasmático. Estas limitaciones han llevado a los 

biotecnólogos a buscar nuevos sistemas de producción de proteínas (Ascacio-

Martínez y Barrera-Saldaña, 2004). 

3.7 Vector de clonación pUC57 

El vector de clonación pUC57 (Figura 3) es utilizado para multiplicar los genes de 

interés en bacterias con el fin de obtener numerosas copias. El vector se obtuvo en la 

compañía Genscript. 

 

Figura 3. Vector de clonación pUC57. Se muestra el mapa de 2710 pb, el sitio 
múltiple de clonación y el gen de resistencia a ampicilina de la Compañía Genscript. 
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3.8 Vector de expresión pPIC9 

El vector de expresión pPIC9 es un vector el cual se integra al genoma de la 

levadura P. pastoris, consta de 8,023 pb (Figura 4). Las cepas de P. pastoris 

utilizadas comúnmente para expresar este tipo de vectores son la GS115 y KM71. El 

vector pPIC9 permite la expresión de las proteínas clonadas y su secreción, debido a 

que la secuencia codificante se fusiona a la señal de secreción obtenida de 

Saccharomyces cerevisiae. La producción de proteínas en el vector es inducida 

mendiante el promotor AOX1 el cual se activa en presencia de metanol. La selección 

de transformantes se realiza mediante el marcador de selección de HIS4 (Ascacio-

Martínez, 2004). 

 

Figura 4. Vector de expresión pPIC9. Mapa del vector de expresión pPIC9 donde 
se muestran elementos génicos como el promotor 5’ AOX1, secuencia señal de S. 
cerevisiae, sitio múltiple de clonación y resistencia a ampicilina (Invitrogen, 2014). 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Estrategia general 

El presente trabajo se desarrolló en base a las siguientes etapas (Figura 5): 

1. Diseño, optimización y síntesis de secuencia codificante para la enzima endo-

β-1,4-glucanasa de la termita C. formosanus. 

2. Transformación de E. coli con la construcción pUC57-EG 

3. Construcción del vector pPIC9-EG y propagación en E. col 

4. Transformación de P. pastoris GS115 con el vector de expresión pPIC9-EG. 

5. Evaluación de la expresión de la EG a pequeña escala de P. pastoris cepa 

GS115. 

6. Análisis enzimático.

 

Figura 5. Esquema de la estrategia general. La estrategia general abarca desde el 
diseño y síntesis del gen, hasta análisis enzimáticos de la EG. 
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4.2 Material Biológico 

4.2.1 Cepas de Escherichia coli 

Se utilizaron dos cepas de E. coli: DH5α donde se clonó el plásmido pPUC57 

conteniendo la secuencia del gen de la EG (pUC57-EG) para su propagación natural, 

y la cepa Top10 con el plásmido pPIC9. 

4.2.2 Cepas de Pichia pastoris 

Se utilizaron dos cepas de levadura P. pastoris, la cepa Pichia GS115, como control 

negativo con EG. La cepa P. pastoris 22K con el casete del gen de la Prolactina 

Humana como el control positivo. 

4.3 Construcción del gen optimizado de EG 

La construcción del gen se llevó a cabo en base a la secuencia que codifica para la 

EG de la termita C. formosanus obtenida del GeneBank del NCBI (EU853671.1). La 

secuencia codificante para la proteína madura, abarca del nucleótido 48 al 1321 

(1273 nucleótidos) además del codón de terminación TAA. 

A la secuencia se le añadieron sitios de reconocimiento para las enzimas XhoI en el 

extremo 5’ y AvrII en el extremo 3’ para facilitar su manipulación y aislamiento. En 

seguida del sitio de reconocimiento para XhoI se incluyó la secuencia de KEX2 para 

remover el factor de secreción alfa, en seguida se incluyó una etiqueta de histidinas 

en el extremo amino terminal de la proteína codificada. 
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La síntesis de la secuencia optimizada se llevó a cabo por la compañía GeneScript 

Inc., la secuencia fue sintetizada y clonada en el vector de clonación pUC57 (pUC57-

EG). 

4.4 Preparación de células calcio-competentes DH5α 

Se utilizaron células DH5α para la transformación. Se inocularon en medio Luria 

Bertani (LB) sólido, después se dejaron crecer 24 hr a 37°C, posteriormente se tomó 

una asada para inocular 1ml de medio LB líquido, después se tomó 1 ml para 

inocular un matraz de 90 ml de medio LB líquido por 3 hr a 37°C y se observó la 

densidad óptica, después se distribuyeron en dos tubos de 45 ml y se centrifugaron a 

3,500 g durante 8 min, tras la centrifugación, se decantó el sobrenadante y se 

añadieron 5 ml de MgCl2 a ambos tubos y se mezclaron por inmersión, 

posteriormente las células se centrifugaron a 3,500 rpm, se decantaron y se 

resuspendieron con 5 ml de CaCl2 85 mM, 15% glicerol. Se centrifugaron 

nuevamente a 3,500 rpm durante 5 min, se decantaron y se resuspendieron 

nuevamente en 500 µl de CaCl2 85 mM, 15% glicerol, después se alicuotaron 10 

tubos de 1.5 ml estériles con 50 µl cada uno y se almacenaron a -80°C en el 

ultracongelador. 

4.5 Transformación de plásmido pUC57-EG en E. coli 

Para la transformación de la bacteria E. coli se utilizó la cepa DH5α calcio 

competentes preparadas anteriormente. Se utilizó el plásmido pUC57 con el gen de 

la EG sintetizado por la compañía GeneScript. El vector se disolvió en 10 µl de agua 

estéril. Se transfirieron 50 µl de la cepa DH5α calcio competentes a dos tubos de 1.5 
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ml previamente enfriados y se añadió 1 µl del plásmido en el tubo 1 y 3 µl en el tubo 

2, se dejó en hielo durante 20 min. Transcurrido el tiempo, las células se sometieron 

a un choque térmico de 45 segundos a 42°C en baño maría, posteriormente se 

colocaron en hielo durante 5 min. Después, en campana de flujo laminar, se 

añadieron 500 µl de medio de cultivo LB líquido, se incubaron 1 hr a 37°C en 

agitación. Posteriormente se centrifugaron por 1 min a 13,000 rpm, en campana de 

flujo se desecharon 250 µl de medio. Se colocaron las células transformadas sobre 

dos placas de ampicilina a una concentración de 100mg/l y se dispersaron con ayuda 

de una varilla de vidrio. Se añadieron 20 µl de células transformadas en una placa y 

en otra 200 µl. Se incubaron toda la noche a 37°C. 

4.6 Extracción de ADN plasmídico mediante la técnica TENS 

Para la obtención de ADN plasmídico se realizó un miniprep con células DH5α 

crecidas en cajas Petri con medio LB. Primeramente se recolectaron todas las 

células presentes en la placa y se resuspendieron en un tubo de 1.5 ml con 70 µl de 

agua estéril. Se agregaron 300 µl de TENS y se invirtió ocho veces para mezclar. Se 

dejó reposar a temperatura ambiente por 3 min. Se agregaron 150 µl de NaOAc 3M 

pH 5.2. Se agitó para mezclar y se centrifugó a 13,200 rpm por 5 min. Posteriormente 

se transfirió el sobrenadante a un nuevo tubo de 1.5 ml y se añadieron 700 µl de 

EtOH absoluto. Se colocaron en vortex para mezclar y se dejó reposar 5 min a 

temperatura ambiente. Se centrifugó a 13,200 rpm durante 11 minutos para precipitar 

el ADN. Se retiró el sobrenadante. Se lavó con 500 µl de EtOH 70% y se dejó 

reposar 5 min para posteriormente remover el sobrenadante. Se dejó secar al aire 

por 10 min a temperatura ambiente. Por último, se resuspendió en 20 µl de agua 
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estéril. La cuantificación del ADN plasmídico (ADNp) se realizó a una absorbancia de 

260 nm en el equipo Nanodrop. 

4.7 Caracterización del plásmido pUC57-EG mediante análisis de restricción 

Para la digestión del vector pUC57-EG se realizó un análisis de restricción por medio 

de NEB cutter para descartar corte de las enzimas en la secuencia de la EG.  

Se realizaron reacciones de digestión distintas, la primera se realizó con la enzima 

de restricción HindIII, ajustándose los siguientes parámetros a 20 µl: 16 µl H2O, 

buffer HindIII 2 µl, enzima HindIII 1 µl, ADNp 1 µl. La segunda digestión se realizó 

con EcoRI exactamente igual que la anterior. La tercera digestión se realizó con XhoI 

y EcoRI; se colocó 1 µl de ADNp pPUC57-EG, 2 µl de buffer para XhoI, 1 µl de 

enzima XhoI, 16 µl de agua Milli-Q para un volumen total de 20 µl; para la digestión 

con EcoRI, se colocó 1 µl de ADNp pPUC57-EG, 2 µl de buffer para EcoRI, 1 µl de 

enzima EcoRI, 16 µl de agua Milli-Q, para un total de 20 µl. Todos los mix de 

reacciones enzimáticas en este trabajo se ajustaron a las concentraciones 

recomendadas por el fabricante.  

4.8 Extracción de ADN plasmídico con kit comercial QIAGEN 

Se procedió a hacer crecer E. coli cepa DH5α transformada con el vector pUC57 

conteniendo el gen de la EG, a partir de colonias aisladas crecidas en medio con 

ampicilina (1mg/ml). Se dejó incubando a 37° durante 20 hr. Se realizó un Miniprep 

con el kit comercial de la compañía QIAGEN por su alta pureza. 
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Se inoculó una nueva placa con medio LB con ampicilina (1mg/l) y se dejó incubando 

a 37 °C. Se tomó el total de la bacteria resembrada y se resuspendió en 70 µl de 

agua estéril, se transfirió a un tubo de 1.5 ml, agregándole 70 µl de agua estéril. 

Posteriormente, se resuspendió en buffer P1 (buffer de resuspensión al momento de 

purificar ADN, de la compañía de QIAGEN ®) con 250 µl. Se agregaron 250 µl de 

buffer P2 y se mezcló por inversión siete veces mientras la solución se volvía 

transparente. 

Se añadieron 350 µl de Buffer N3 (Buffer de neutralización basado en intercambio 

aniónico, QIAGEN ®) y se mezcló inmediatamente invirtiéndolo seis veces. Se 

centrifugó 10 min a 13,000 rpm. Se aplicó el sobrenadante resultante decantando o 

con pipeta. Se lavó la columna agregando 700 µl de buffer PE. Se centrifugó por 1 

min y se procedió a remover los residuos, posteriormente se centrifugó por 1 min. Se 

dejo eluír el ADN y se agregaron 30 µl con agua y se analizó en Nanodrop. 

4.9 Caracterización de pUC57-EG 

Para la digestión de pUC57 se utilizaron las enzimas de restricción EcoRI y XhoI. 

Para ambas se utilizaron 13 µl de H2O, Buffer CutSmart 2 µl, enzima EcoRI 1 µl, 

enzima XhoI y del plásmido 4 µl, dando un volumen final de la reacción de 20 µl. Las 

concentraciones de cada reactivo del mix de reacción se ajustaron a las 

concentraciones recomendadas por el fabricante de las enzimas. 
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4.10 Resiembra de colonias transformadas con el vector pUC57-EG 

Se resembró la placa utilizada para extracción de ADN plasmídico mediante Miniprep 

con el kit de QIAGEN ®. (Se crecieron nuevamente en medio LB sólido y líquido para 

tener un stock de estos plásmidos pUC57 en la cepa DH5α). Después de haber 

comprobado que el inserto se hizo exitosamente, a partir de las cepas DH5α 

resultantes de la transformación con el plásmido pUC57, se seleccionó una colonia 

aislada y se resembró en medio sólido en placa con 300 µl de ampicilina (1mg/ml) en 

500 ml de medio LB y se dejó crecer por 24 hr a 37°C y se resembró en tres placas 

de Petri que se dejaron crecer 18 hr a 37° C. 

4.11 Preparación del vector de expresión pPIC9 

En base a Minipreps anteriores a E. coli Top10 se caracterizaron los plásmidos 

pPIC9 purificados en un gel de agarosa al 1% y se realizó una selección de los 

plásmidos con los cuáles se prosiguió a trabajar.  

4.12 Purificación del gen de la EG y pPIC9 lineal a partir del gel de 
electroforesis 

La purificación del gen de la EG se realizó mediante una digestión del plásmido 

pUC57 con el gen. Se aisló a partir de le electroforesis en gel de agarosa al 1%. El 

vector pUC57 se digirió con las enzimas de restricción XhoI y AvrII. La reacción se 

ajustó a un volumen total de 20 µl, donde se colocaron 2 µl de ADNp pUC57-EG, 2 µl 

de buffer CutSmart, 1 µl de enzima XhoI, 1 µl de enzima AvrII y 14 µl de agua estéril. 

Al mismo tiempo el vector pPIC9 se linearizó con la enzima de restricción XhoI con el 

fin de tener sitios de reconocimiento disponible para su posterior ligación con el gen 
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de la EG. La reacción de digestión se llevó a cabo de la siguiente manera: 1 µl de 

ADNp pUC57-EG, 2 µl de buffer para enzima XhoI, 1 µl de enzima XhoI, 16 µl de 

agua estéril Mili-Q, para dar un volumen total de reacción de 20 µl. 

Posteriormente, para la purificación de la EG y pPIC9 a partir del gel primeramente 

se cortó la banda de ADN del gel de agarosa con un bisturí. Después, se pesó el 

fragmento cortado (164 g gen EG y pPIC9 linearizado: 170 g) y se puso en un tubo 

de 1.5 ml. Se le añadieron 100 µl de Buffer QG (QIAquick ® Gel Extraction Kit). Se 

incubó a 50°C durante 10 min, se llevó al vortex cada 2 min para ayudar a disolver el 

gel; una vez que la porción de gel se disolvió completamente, se comprobó que el 

color de la solución fuera amarillo. Se agregaron 100 µl de isopropanol a la muestra y 

se mezcló. Se transfirió a una columna y se centrifugó durante 1 min a 13,000 rpm. 

Para lavar se agregaron 750 µl de Buffer PE y se centrifugó durante 1 min a 13,000 

rpm. Se transfirió la columna a un tubo de 1.5 ml. Para eluír el ADN, se agregaron 30 

µl de agua en el centro de la columna y se centrifugó durante 1 min a 13,000 rpm. 

4.13 Ligación pPIC9-EG 

La ligación del gen de la EG y el plásmido pPIC9 (pPIC9-EG), se llevó a cabo con el 

kit comercial Anza™ T4 ADN Ligase Master Mix de la compañía TermoFisher 

Scientific. La reacción de ligación se realizó a temperatura ambiente por 20 min. La 

proporción del vector:inserto fue de 1:3 (Cuadro 2). Se utilizaron 5 µl de reacción de 

ligación resultante para transformar células calcio competentes de E. coli DH5α. En 

la reacción se incluyó un control negativo (agua) y un control positivo (vector pPIC9 

sin inserto). 
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Cuadro 2. Reacción de ligación entre vector pPIC9 y el gen de la EG. La reacción se 
ajustó a un volumen total de 20 µl como indica el kit comercial y se incubó a 
temperatura ambiente durante 20 min. 

Reactivo Concentración 

Agua libre de nucleasas - 

Gen aislado EG 90 ng 

Vector pPIC9 linearizado 30 ng 

Anza™ T4 DNA Ligase Mix  1000 u/µl 

 

4.14 Transformación de E. coli DH5α pPIC9-EG 

Se utilizaron las células almacenadas de E. coli DH5α calcio competentes utilizadas 

previamente para la transformación de la construcción pUC57-EG y se utilizó el 

mismo protocolo que se aplicó para la transformación de E. coli DH5α con el casete 

pUC57-EG. 

4.15 Miniprep E. coli DH5a pPIC9-EG 

La extracción de ADN plasmídico se realizó con el kit comercial de la compañía 

QIAGEN, de la misma manera que el Miniprep utilizado con las transformantes E. coli 

DH5α pUC57-EG. 

4.16 Caracterización E. coli DH5α pPIC9-EG 

Para la caracterización pPIC9-EG se utilizaron las enzimas de restricción XhoI y AvrII 

para generar extremos cohesivos. La reacción se ajustó a un volumen total de 20 µl, 

colocando 4 µl de ADNp pPIC9-EG, 2 µl de buffer CutSmart, 1 µl de enzima XhoI, 1 

µl de enzima AvrII y 12 µl de agua Mili-Q.  
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4.17 Resiembra y almacenamiento de E. coli DH5α pPIC9-EG 

Después de haber comprobado la construcción pPIC9-EG, se seleccionó una colonia 

aislada y se resembró en medio sólido en placa con 300 µl de ampicilina (1mg/ml) en 

500 ml de medio LB y se dejó crecer por 24 h a 37 °C y se resembró en placas petri 

que se dejaron crecer 18 h a 37° C. Posteriormente se sembraron en medio LB-

glicerina al 15% durante 12 h y se almacenaron a -80 °C en el ultracongelador. 

4.18 Linearizado del vector de expresión pPIC9 

El vector pPIC9 sin casete de expresión integrado, se obtuvo de un Miniprep 

realizado previamente a colonias de E. coli Top 10 transformadas con el vector de 

expresión pPIC9. Se caracterizó y linearizó el vector con la enzima de restricción 

XhoI, se ajustó la reacción a un volumen de 20 µl, colocando 4 µl de ADNp pPIC9, 2 

µl de buffer CutSmart, 1 µl de enzima XhoI y 12 µl de agua Mili-Q.  

4.19 Preparación de células electrocompetentes cepa GS115 

Para la preparación de células electrocompetentes de P. pastoris GS115 

primeramente se incubó 5 ml de la cepa GS115 en dos tubos de 50 ml en medio 

YPD (Yeast extract Dextrose Peptone) estéril en agitación durante 20 h. Transcurrido 

el tiempo se tomaron 200 µl de cultivo y se inocularon 200 ml de medio fresco YPD y 

se dejó en agitación hasta que alcanzó una D.O. 600= 0.8. Cuando la O.D. llegó a 

0.8 el medio se dividió en cuatro tubos de 50 ml, y estos se centrifugaron durante 10 

min a 3,000 rpm, se descartó el sobrenadante y se resuspendió cuidadosamente 

cada tubo con 20 ml de agua destilada. Posteriormente se transfirieron a dos tubos 
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de 40 ml cada uno, se centrifugó de nuevo a 3,000 rpm durante 10 min, se descartó 

el sobrenadante y se resuspendió en 10 ml sorbitol 1 M cada tubo y se juntó en un 

solo tubo. Se centrifugó a 3,000 rpm durante 10 min, se tiró el sobrenadante y se 

resuspendió en 1 ml 1 M de sorbitol frío. Se utilizaron 60 µl de células 

electrocompetentes para la transformación. 

4.20. Transfección P. pastoris con casete de expresión pPIC9-EG 

4.20.1. Linearización del vector pPIC9-EG 

Para la recombinación homóloga del gen de la EG en el genoma de la levadura fue 

necesaria la digestión con la enzima SacI, debido a que estos sitios son los que 

están involucrados en la recombinación. Se procedió a linearizarlo mediante una 

digestión por 8 h, al finalizar el tiempo de digestión se tomaron 2 µl y se analizaron 

en geles de agarosa al 1%. La reacción se ajustó a un volumen total de 20 µl, a la 

cual se le colocó 4 µl de ADNp pPIC9-EG, 2 µl de buffer CutSmart, 1 µl de enzima 

SacI y 12 µl de agua Mili-Q. 

4.20.2. Transformación de la cepa GS115 

Para la transformación de P. pastoris GS115-pPIC9-EG, se añadieron 5 µl de 

plásmido linearizado a alícuotas de 80 µl de levaduras electrocompetentes de la 

levadura. En la reacción se incluyó un control positivo (pPIC9 vacío) y un control 

negativo (transformación con agua). Los parámetros de electroporación se ajustaron 

a 400 Ω, 25 μF y 1.5k V en un equipo de electroporación BIO-RAD Micropulser 

Electroporation System TM ®. Primeramente se tomaron 60 µl de células 
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electrocompetentes y se mezclaron con 5 µl de plásmido linearizado y se transfirieron 

a una celda de electroporación de 0.2 cm previamente enfriada en hielo. Se incubó la 

celda con las células por 5 min en hielo. Tras el pulso con los parámetros 

especificados inmediatamente se agregó 1 ml de sorbitol 1 M a la celda, 

posteriormente el contenido de las celdas se transfirió a tubos Eppendorf ® de 1.5 

ml, después se dispersaron 300 µl de contenido en placas con medio selectivo 

mínimo con dextrosa (MD). Por último se incubaron las placas a 30 °C hasta que las 

colonias aparecieron. 

4.21 Caracterización de levaduras transformadas GS115-pPIC9-EG 

Las colonias crecidas en el medio de selección MD, se inocularon en medio YPD 

líquido (5 ml), durante 24 h a 30 °C con una agitación de 150 rpm.  

4.22 Ensayos de expresión a nivel tubo de ensayo de 10 ml 

Se llevaron a cabo ensayos de expresión de la proteína EG con controles positivos 

de cepas transformadas previamente con el gen de la prolactina 23 humana y control 

negativo el plásmido pPIC9 vacío. 

4.22.1 Inducción de la producción de la EG en P. pastoris cepa GS115 

Para la inducción de la proteína EG y producción de biomasa se prepararon tubos de 

ensayo de 50 ml con 10 ml de medio YPD. Los tubos inoculados con las cepas 

productoras se incubaron por 24 h a 30 °C con una agitación de 150 rpm. 

Posteriormente se centrifugó a 12,000 rpm por 5 min. Se decantó el medio y se lavó 

la pastilla con 10 ml de agua destilada fría. Se repitió el proceso y la pastilla 
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resultante se resuspendió en 10 ml de medio BMMY (1% extracto de levadura, 2% 

peptona, 100 mM de buffer de fosfatos y potasio, 1.34 % YNB, 200 µl biotina) con 0.5 

ml de metanol, el cual se añadió cada 24 hr y se dejó incubando por 72 h a 30 °C con 

una agitación de 200 rpm. 

4.22.2 Diálisis del medio de inducción 

Una vez finalizado el periodo de producción de biomasa de la cepa GS115-pPIC9-

EG, se recuperó el medio de cultivo por centrifugación durante 5 min a 12,000 rpm, y 

se desechó la pastilla celular. El medio se dializó en membranas marca Spectra/Por 

® Membrane Dialysis de un tamaño de 14 kDa. El proceso de diálisis se realizó con 

agua destilada fría y agitación cada 24 h en el cuarto frío (4 °C). El agua se cambió 

cada 8 h. Al terminar el proceso de dializado se almacenó a -20 °C para análisis 

posteriores. 

4.22.3 Precipitación de proteínas con el método metanol-cloroformo 

Para la precipitación de las proteínas obtenidas en el proceso de diálisis, se 

mezclaron en un tubo de 2 ml: 500 µl de medio dializado, 600 µl de metanol y 450 µl 

de cloroformo y se mezcló suavemente por inversión durante 1 min; posteriormente 

se centrifugó 2 min a 12,000 rpm, se decantó la fase superior (cloroformo) con 

cuidado debido a que en la interfase se encontraban las proteínas, después se 

agregaron 450 µl de metanol y se mezcló nuevamente por inversión durante 1 min, 

se centrifugó 5 min a 12,000 rpm. Transcurrido el tiempo se descartó el 

sobrenadante con una pipeta sin tirar la pastilla y se dejó secando en el equipo 
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Savant ® durante 10 min. La pastilla resultante se almacenó a -20 °C para su uso 

posterior. 

4.23 Análisis de las proteínas mediante electroforesis en geles de 

poliacrilamida con dodecil sulfato sódico (SDS-PAGE) 

Las proteínas precipitadas fueron resuspendidas en 50 µl de agua y desnaturalizadas 

durante 10 min a 95 °C. Posteriormente, las muestras se corrieron en geles de 

poliacrilamida (13 µl por muestra resuspendida con 5 µl de buffer de carga de 

proteínas), en una cámara de electroforesis a 100v durante 2 h (Compañía BIORAD). 

El gel se tiñó durante 24 h con azul de Coomassie y se destiñó con solución de 

metanol (50%) y ácido acético (20%). 

4.24 Cuantificación de proteínas 

El ensayo de cuantificación de proteínas se llevó a cabo con la técnica de Lowry con 

un reactivo de Lowry comercial de la empresa Sigma-Aldrich y los estándares de 

albúmina sérica bovina (BSA). Las lecturas en el espectrómetro de masas se 

realizaron a 595 nm con 750 µl de reactivo de Lowry 25 µl de muestra y se calculó la 

concentración de proteína en base a la absorbancia registrada. 

4.25 Ensayos enzimáticos de la proteína recombinante 

La actividad de celulasa total se estimó mediante el método de ácido dinitrosalicílico 

(DNS) descrito por Miller (1959), utilizado para la cuantificación de azúcares 

reductores liberados a partir de la hidrólisis de carboximetilcelulosa (CMC), 

expresados como unidades de glucosa. La mezcla de reacción se preparó con 100 µl 
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de carboximetilcelulosa (Sigma Chemical Co. Type P7276) al 1% en buffer de 

citratos 100 mM y 100 µl de extracto de proteína precipitada previamente con el 

método de metanol-cloroformo. La mezcla de reacción se incubadó durante 1 h. 

Posteriormente, se añadió 100 µl del reactivo DNS y se colocó por 5 min a 90° C 

seguido de 5 min en hielo. Finalmente, se adicionó 900 µl de agua y se leyó a 540 

nm con un espectrofotómetro (Bio-Rad), utilizando como blanco la mezcla de 

reacción sin enzima. 

El ensayo se realizó a diferentes temperaturas (40, 65 y 100 °C) y distintos valores 

de pH (4, 5 y 7) con el objetivo de analizar la estabilidad de la celulasa frente a estos 

factores. 

La concentración de azúcares reducidos presentes en la reacción se comparó con 

una curva de concentración medida a 540 nm. Un control positivo de celulasa de 

Aspergillus niger (Sigma-Aldrich) se utilizó bajo las mismas condiciones del ensayo. 

La actividad enzimática se expresó como unidades por mg de TSP (U/mg), donde la 

unidad (U) de celulasa se definió como la cantidad de enzima que libera un µmol de 

glucosa por minuto bajo las condiciones del ensayo. 

La actividad enzimática se obtuvo con la siguiente relación: 
 

 
 

Donde Conc corresponde a la concentración de glucosa producida (expresada en 

µmol/ml), FD al factor de dilución y t al tiempo de incubación en min. 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

5.1. Construcción del gen optimizado para EG 

El diseño del gen optimizado de la EG se llevó a cabo in silico mediante programas y 

bases de datos como BRENDA, NEBcutter y NCBI. La secuencia que codifica para la 

enzima EG de la termita C. formosanus se obtuvo de la base de datos NCBI del 

número de acceso EU853671.1 La secuencia reportada consta de 1,514 pb y un total 

de 448 aminoácidos (ACI45756.1). Se utilizó esta secuencia de base y se diseñó in 

silico para su síntesis en el vector pUC57 (Figura 6).  

CACTTCTCAGTGAGCAACCACTACCCGGCCACCATGAGGGTCTTCGTTTGCCTTCTCTCTGCGCTCGCGC 

TTTGCCAAGCTGCTTACGACTACAAGACAGTACTGAAGAATTCGCTGCTTTTCTACGAGGCTCAGCGATC 

GGGAAAATTGCCCGCTGATCAGAAGGTCACGTGGAGGAAGGATTCCGCCCTTAACGACAAGGGCCAGAAG 

GGCGAGGACCTGACAGGGGGATACTATGACGCTGGTGATTTTGTGAAGTTCGGCTTCCCTATGGCGTACA 

CCGTCACCGTCCTGGCTTGGGGCCTTGTAGACTACGAATCGGCGTATTCTACAGCAGGCGCTCTGGATGA 

TGGTCGCAAGGCTCTTAAATGGGGCACGGACTACTTCCTCAAGGCCCACACGGCCGCCAATGAATTCTAC 

GGACAAGTGGGTCAGGGAGATGTGGACCACGCCTACTGGGGACGTCCAGAAGACATGACGATGTCCAGAC 

CTGCCTACAAGATCGACACGTCCAAACCAGGGTCGGACCTTGCCGCCGAGACAGCCGCCGCCCTCGCTGC 

AACTGCCATCGCCTACAAGAGTGCTGACTCCACTTATTCCAACAACTTGATCACCCACGCCAAGCAGCTT 

TTCGACTTCGCCAACAATTATCGCGGCAAATACAGTGATTCCATCACTGACGCGAAGAATTTCTATGCGT 

CTGGAGACTACAAGGATGAGTTAGTATGGGCAGCCGCATGGCTCTACAGGGCGACCAACGACAACACCTA 

TCTGACTAAAGCTGAGTCGCTCTACAACGAATTCGGCCTTGGAAGCTGGAATGGTGCCTTCAACTGGGAT 

AACAAGATCTCCGGTGTACAGGTTCTACTGGCCAAGCTCACAAGCAAGCAGGCATACAAGGACAAGGTAC 

AAGGCTACGTCGATTACTTGGTTTCGTCTCAGAAGAAGACACCCAAGGGTCTCGTATACATCGACCAGTG 

GGGCACCTTGCGACATGCTGCTAATAGTGCTCTCATCGCTCTGCAGGCAGCCGACCTGGGTATCAATGCT 

GCTAGTTATCGCCAGTATGCCAAGAAGCAGATCGATTACGCATTGGGTGACGGTGGTCGCAGCTACGTCG 

TAGGGTTTGGTACTAACCCACCTGTACGCCCTCACCACAGATCCAGCTCCTGCCCTGATGCACCAGCAGC 

ATGTGACTGGAACACGTACAACAGTGCCGGCCCCAATGCCCACGTACTCACCGGTGCCTTGGTGGGTGGT 

CCAGATAGCAATGATAGCTACACGGACTCTCGCAGCGATTACATCTCCAACGAAGTGGCCACAGATTACA 

ACGCAGGCTTCCAATCAGCTGTCGCCGGTCTCCTCAAGGCAGGCGTGTAACCTCACACAGCACTCACTTT 

CTACCTATCACTGCGCGTGTGTACAATTTGACAACAAAGATGTAATATTCTTCAGAAAAGTGCAATAAAA 

GTTTACACTTCAACACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 
Figura 6. Secuencia nucleotídica de la enzima EG. Se muestra la secuencia del 
ADNc (Zhang et al., 2009) donde se muestra en color verde el codón de inicio de la 
transcripción ATG ubicado en la posición 34. La secuencia codificante del ADNc de 
la EG en celeste. En rojo se ubica el codón de paro de transcripción TAA y la cola de 
poliadenilación en amarillo. El péptido señal de la termita se muestra subrayado. 
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A esta secuencia se le añadieron elementos génicos con el fin de facilitar su 

manipulación y purificación posterior. Se le añadieron sitios de restricción XhoI (5’) y 

AvrII (3’), además de secuencia regenerada para KEX2 que es la secuencia donde 

ocurre la ruptura de la secuencia señal, etiquetas de histidinas (6 His-Tag) y se le 

removieron fragmentos como el péptido señal de propio del gen y la cola de poly A, 

además se comprobó el marco de lectura en base al marco de lectura del plásmido 

pPIC9 como establece la compañía Invitrogen (Figura 7). 

 

Figura 7. Secuencia nucleotídica final optimizada. Se añadieron elementos 
génicos agregados a la secuencia de la EG. La región 5’ y 3’ se muestran en azul, el 
sitio de reconocimiento de la enzima XhoI se muestra en morado, la secuencia 
regenerada para KEX2 se muestra en negro con rojo, las etiquetas de histidina 
intercaladas (CAU y CAT) se muestran en tonalidades de gris, la secuencia del gen 
está en celeste, el codón de paro TAA se muestra en rojo, el sitio de corte para AvrII 
se muestra en morado. 
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Se decidió que la adición de las etiquetas de histidina se realizara en el extremo 

amino terminal (N-terminal) como mencionan estudios reportados anteriormente 

(Woestenenk et al., 2004) para evitar afectar la solubilidad de la proteína. La 

secuencia que pertenece a la secuencia señal nativa de la termita (NCBI: 

AB058670): atgagggtct tcttttgcct tctctctgcg ctcgcgcttt gccaagct 

fue suprimida ya que el vector de expresión pPIC9 ya cuenta con secuencia señal 

para P. pastoris. La secuencia regenerada, consta de 1,347 pb y 449 aminoácidos y 

fue sintetizada en el vector pUC57 por la compañía GeneScript (Figura 8). 

  

Figura 8. Secuencia optimizada. Representación lineal de los elementos génicos 
añadidos a la secuencia original de la EG. 
 

Las etiquetas de histidina agregadas facilitarán la purificación de la proteína para 

posteriores análisis enzimáticos (Woestenenk et al., 2004), incluso la adición del sitio 

de corte de la secuencia señal (KEX2) podría aumentar la estabilidad de la proteína 

cuando esta fuera escindida. De esta manera la enzima puede ser sobre expresada, 

purificada y posteriormente realizar análisis y eliminar la etiqueta de histidina y volver 

a su forma nativa, que teóricamente tendría actividad similar (Muza, 2014). 
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5.2 Síntesis del vector pUC57-EG 

El gen de la EG fue sintetizado con los elementos génicos agregados descritos 

previamente y fue insertado en los sitios de corte de la enzima EcoRV marcado en 

rojo en la Figura 9. 

 

 Figura 9. Mapa del vector pUC57 y secuencia del sitio múltiple de clonación. El 
gen de la EG se sintetizó en el vector pUC57 en el sitio de restricción de la enzima 
EcoRV dentro del sitio múltiple de clonación. 
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5.3 Secuencia del sitio múltiple de clonación del vector pPIC9 

Con el fin de una óptima clonación en el vector pPIC9 se debe localizar el sitio donde 

se integrará el gen de la EG (Invitrogen, 2014). A continuación la Figura 10 muestra 

los sitios del polylinker de pPIC9 donde se insertará el gen: 

 

 

Figura 10. Región de pPIC9 donde se insertó el gen de EG. Encerradas en azul 
se muestran las enzimas de restricción elegidas XhoI y AvrII para clonar el gen en 
pPIC9.  
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5.4 Caracterización del plásmido pUC57-EG en E. coli 

Para la selección de bacterias calcio competentes, se añadieron controles negativos 

y positivos a la transformación. Las colonias transformadas fueron sembradas en 

medio LB-Ampicilina (1mg/ml) para la selección de transformantes (Figura 11). 

 

Figura 11. Colonias transformadas DH5α-pUC57-EG. En la placa se muestra a) y 
b) el control negativo (-) donde no crecen colonias debido a que no poseen 
resistencia a ampicilina conferida por el vector PpUC57, c) Colonias que contienen el 
vector pUC57-EG. 

Se procedió a resembrar ocho colonias transformadas con el vector pUC57-EG en 

ocho cajas petri individuales en medio LB-Ampicilina (1mg/ml). La cepa DH5a fue 

transformada con el gen de la EG mediante el método de calcio competencia, que es 

un método relativamente sencillo y económico (Sambrook, 1989). 

5.5 Extracción de ADN plasmídico  

Se procedió a extraer ADN plasmídico de las ocho colonias transformadas, con la 

técnica TENS y con el kit comercial de la empresa QIAGEN con el fin de observar la 
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mejor calidad y menor contaminación en el ADN plasmídico para su posterior 

transformación, además de tener en stock.  

5.5.1 Método TENS  

Se realizó un miniprep a ocho colonias resembradas de las colonias transformadas 

DH5α con el vector pUC57-EG. Los resultados de las lecturas del equipo Nanodrop 

se muestran en el Cuadro 3. 

Cuadro 3. Concentración de ADN plasmídico pPUC57-EG en células de E. coli 
DH5α obtenido por el método TENS 

 

6.5.2 Extracción con Kit comercial QIAGEN 

Debido a la variación de concentraciones de ADN plasmídico con la técnica de 

TENS, se procedió a extraer el ADN plasmídico de las colonias DH5α transformadas 

con el casete pPIC9-EG mediante el kit comercial de la compañía QIAGEN. Se 

cuantificaron dos muestras en el equipo Nanodrop y se obtuvieron las lecturas 

mostradas en el Cuadro 4. 

Cuadro 4. Concentración de ADN plasmídico pUC57-EG en células de E. coli DH5α 
obtenido mediante kit comercial 
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Se procedió a utilizar las muestras de ADN plasmídico obtenidas con el kit comercial 

QIAGEN, para caracterizarlas y posterior construcción y transformación en E. coli y 

P. pastoris. 

5.6 Caracterización de la construcción pUC57-EG  

Para la obtención del gen de la EG se realizó un análisis de restricción en el vector 

pUC57 sintetizado y se obtuvieron los fragmentos mostrados en la Figura 12. En el 

primer carril se observa el marcador de peso molecular. En el segundo carril se 

observa una digestión parcial con XhoI. EcoRI en el tercer carril da el bandeo 

esperado con enzima reciente y los carriles cuatro y cinco corresponden al plásmido 

sin digerir a distintas concentraciones (800 ng/µl y 500 ng/µl respectivamente). 

 

Figura 12. Digestión de pUC57. En el primer carril se observa el marcador de peso 
molecular, el segundo carril se observa una degradación parcial con XhoI, en el 
tercer carril se observa el plásmido pUC57 digerido con EcoRI, el cuarto y quinto 
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carril son controles positivos (+) del vector pUC57 sin digerir a distintas 
concentraciones. 
 

Las colonias transformadas se resembraron en cajas Petri y se almacenaron a 4 °C. 

Alícuotas de tubos de 2 ml fueron almacenados a -80°C con glicerina 70% (Ausubel, 

1994). 

5.7 Preparación y cuantificación del vector pPIC9 

Se realizó una extracción de ADN plasmídico a colonias de E. coli DH5α 

transformadas con el vector de clonación pPIC9 vacío. Las muestras se corrieron en 

un gel de agarosa al 1% y se seleccionó la muestra que corresponde al quinto carril 

(encerrada en rojo) como se muestra en la Figura 13. 

 

Figura 13. Muestras de pPIC9. Gel de electroforesis para visualizar los patrones 
correspondientes al vector de expresión pPIC9 sin digerir. 
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La muestra elegida se cuantificó en el Nanodrop y se obtuvieron los valores 

mostrados en el Cuadro 5. 

Cuadro 5. Concentración de ADN plasmídico de pPIC9 

 

5.8 Linearización del vector pPIC9 

La muestra elegida de pPIC9 se digirió con XhoI y AvrII durante 12 hr y 

posteriormente se corrió un gel de electroforesis el cual se muestra en la Figura 14. 

  

Figura 14. Caracterización de pPIC9. Marcador de peso molecular (carril 1), el vector 
de expresión pPIC9 digerido con XhoI y AvrII (carril 2) y el plásmido sin digerir (carril 
3) 
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5.9 Purificación del gen de la EG y linearización de pPIC9 a partir del gel de 

agarosa 

Las bandas obtenidas corresponden con las esperadas, el primer carril corresponde 

al marcador de peso molecular, el segundo corresponde a la digestión secuencial del 

vector pPIC9 (primero con la enzima AvrII durante 18 hrs y después con XhoI por 3 

h. La banda observada corresponde al tamaño del vector pPIC9 sin inserto (8kb). El 

carril pPIC9 corresponde a la digestión del vector pPIC9 con ambas enzimas durante 

18 hr, la banda obtenida corresponde al tamaño del vector sin injerto (8kb). El cuarto 

carril corresponde a la digestión secuencial del vector pUC57 (primero con la enzima 

AvrII durante 18 hrs y después con XhoI por 3 hr). La banda observada en el cuarto 

carril corresponde a una banda de 5kb, la cual creemos que se debe a que la 

digestión no fue eficiente, otra banda de 2.7kb esperada correspondiente al vector 

pUC57 linearizado sin el injerto y otra banda de 1.3kb correspondiente al gen de la 

EG el cual se purificó para ligarlo al vector pPIC9. En el quinto carril se observan las 

bandas esperadas, una banda de 2.7kb correspondiente al vector pUC57 sin injerto y 

otra banda de 1.3kb correspondiente al gen de la EG. El gel se muestra en la Figura 

15 mostrada a continuación: 



 

 

 50 

 

Figura 15. Análisis de restricción. Digestión de los vectores pPIC9 y pUC57 con las 
enzimas de restricción XhoI y AvrII. 

5.10 Ligación del gen de la EG con el vector pPIC9 
 

El plásmido pPIC9 y el gen de la EG aislados a partir del gel de agarosa se ligaron y 
propagaron en E. coli DH5α, se seleccionaron las colonias transformadas en medio 
selectivo LB con ampicilina (1mg/ml) y colonias se resembraron en placas Petri 
individuales (Figura 16). 

 

Figura 16. Colonias transformantes DH5α pPIC9-EG. Caja Petri con colonias 
recombinantes en medio selectivo (Amp 1mg/ml) con el casete de clonación pPIC9-
EG. 
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5.11 Extracción de ADN plasmídico de E. coli DH5α pPIC9-EG 

Posteriormente se realizó una extracción de ADN plasmídico del cultivo de células 

transformadas y se caracterizó el ADN plasmídico obtenido (Figura 17). 

 

 

Figura 17. Caracterización de la construcción DH5α pPIC9-EG. Extracción de ADN 
plasmídico con el kit comercial de la compañía QIAGEN. 
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5.12 Linearización de pPIC9 con SacI 

Se procedió a linearizar el vector pPIC9-EG con la enzima SacI la cual genera 

generalmente cepas con el fenotipo Mut+ en la cepa GS115 (Figura 18). 

 

Figura 18. Caracterización del vector pPIC9-EG. Marcador de peso molecular (carril 
1), digestión del vector pBAD/D-TOPO que mide 4.4 kb como control positivo (carril 
2), construcción pPIC9-EG digerido con la enzima de restricción SacI (carril 3), vector 
pPIC9 sin digerir como control negativo (carril 4). 
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5.13 Transformación de la cepa GS115 de Pichia pastoris con el vector pPIC9-

EG mediante electroporación 

Para la transformación de la cepa GS115 se prepararon células electro competentes 

y una vez caracterizado y linearizado el vector pPIC9-EG, se procedió a 

transformarlas mediante electroporación y posteriormente inocularlas en placas de 

medio selectivo MD, el cual carece de histidina (Figura 19). El control negativo de la 

transformación en el cual no aparecen colonias debido a que estas no integran el 

marcador de auxotrofía (HIS4) presente en pPIC9, el control positivo presenta 

colonias con el casete pPIC9 vacío. 

 

 

Figura 19. Cepa GS115-pPIC9-EG en medio selectivo MD. 
 
 
Ratificando los datos obtenidos con la literatura, la producción de biomasa en la 

levadura P. pastoris fue rápida en medios líquidos relativamente económicos y 

sencillos, algo que ayuda significativamente la viabilidad de la producción de 

proteínas recombinantes en este sistema de expresión (Muza, 2014), además, 

gracias a la ayuda del plásmido pPIC9, la selección de clonas transformadas fue 

relativamente sencillo y rápido, que es otro valor agregado al trabajar con esta cepa. 
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Sin embargo, la producción a nivel matraz presenta algunas desventajas en la 

producción de enzimas recombinantes o ajenas al hospedador, una de ellas es la 

incapacidad de mantener el pH a un valor constante determinado. En este caso el pH 

ideal recomendado para este tipo de enzimas es entre 5 y 6 (Zhang et al., 2009), lo 

cual no fue posible de mantener constante ya que las levaduras generalmente 

acidifican el medio de cultivo durante la fermentación. Lo ideal es llevar la producción 

con sus respectivas repeticiones con distintos protocolos de precipitación de 

proteínas, y escalar a nivel biorreactor (Ascacio-Martínez, 2004).    
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6.14 Caracterización de las colonias transformadas 
 
Posterior a la transformación de la cepa DH5α se llevó a cabo una extracción de ADN 

plasmidico para la caracterización de las colonias que insertaron el vector pPIC9 con 

la secuencia de la EG, mediante la técnica de PCR con los iniciadores AOX1 (Figura 

20). Las cepas que presentaron una banda de 1345 pb corresponden a la 

amplificación del fragmento de la EG, las bandas que presentan una banda de 492 

pb corresponden al vector pPIC9 vacío. 

 

 
 

Figura 20. Análisis de PCR de las colonias DH5α transformadas con pPIC9-EG. El 
primer carril corresponde al marcador de peso molecular, el segundo carril 
corresponde al control negativo, el tercer carril corresponde a la colonia transformada 
con pPIC9 vacío, el cuarto carril corresponde a la amplificación con iniciadores AOX. 
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5.15 Ensayos de expresión de la proteína endo-β-1,4-glucanasa en Pichia 

pastoris a mínima escala  
 

Una vez seleccionadas las clonas que portan la secuencia de la enzima EG, se 

procedió a sobre expresar la EG recombinante. El ensayo de expresión se realizó 

con las etapas de inducción, dializado del medio, precipitación de las proteínas 

totales con cloroformo-metanol y análisis de las proteínas en geles de poliacrilamida 

con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE). 

La precipitación de proteínas se llevó a cabo con el método de metanol-cloroformo, 

este método es ampliamente utilizado en la precipitación de proteínas en general, sin 

embargo, en el caso de las enzimas se pueden ver afectadas por la acción de este 

tipo de solventes, provocando su desnaturalización e inactivación (Ausubel et al., 

1994). La desnaturalización por solventes se debe a que las moléculas del solvente 

interfieren con las interacciones hidrofóbicas en el interior de las proteínas, por lo que 

lo ideal es realizar ensayos repetitivos para evaluar la mejor opción como agente que 

precipite la enzima EG sin afectar su actividad (Glatz, 1990). 

5.16 Análisis de las proteínas mediante SDS-PAGE 

Las enzimas producidas por las cepas recombinantes transformadas (Figura 21) 

fueron analizadas en geles de SDS-PAGE al 12% teñidos con azul de Coomassie y 

desteñidos con la solución de acetona 1M para destinción. Encerrados en cuadros 

rojos se encuentran las proteínas sobre expresadas (EG1, EG3 y EG4 y 22k como 

control positivo). 
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Figura 21. a) Marcador de peso molecular de proteínas. b) Gel SDS-PAGE: el primer 
carril corresponde al marcador de peso molecular de proteínas (MPM), del segundo 
carril al sexto corresponden a la cepa recombinante con EG colonia 1, 2, 3, 4 y 5, el 
séptimo carril corresponde al GS115 sin casete de expresión como control negativo 
del ensayo y el octavo carril corresponde a la cepa GS115 con el casete de expresión 
de la Prolactina Humana de 22 kDa como control positivo. 

Mediante el ensayo de SDS-PAGE se encontró que la proteína recombinante 

producida en P. pastoris GS115 fue de 45 kDa de peso molecular. Estudios anteriores 

donde sobre expresan la enzima EG en E. coli encontraron un tamaño de 47 kDa en 

su forma nativa y 48.1 kDa producida con etiquetas de histidina (Zhang et al., 2009).   

Nuestra enzima recombinante producida tuvo un peso molecular de alrededor de 46 

kDa de acuerdo al marcador de peso molecular (Figura 21a), la cual corresponde con 

lo reportado previamente.  

 

a) 

b) 
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5.17 Cuantificación de proteínas 

Se cuantificó la proteína total en el medio dializado de inducciones de 72 hr en tubos 

de 10 ml, tanto de la cepa GS115 sin casete, como para las cepas EG1, EG3, EG4 y 

EG5. La curva de calibración para cuantificar usando la técnica de Lowry va desde 0 

μg hasta 1000 μg (Cuadro 6). La lectura de las muestras fue tomada a 595 nm y se 

calculó la concentración en base a la absorbancia calculada por el 

espectrofotómetro.  

Cuadro 6. Cuantificación de proteínas en GS115-EG con el método de Lowry. 

Cepa Repetición 1 Repetición 2 

1EG 0.801 0.767 

3EG 0.792 0.795 

4EG 0.703 0.664 

5EG 0.63 0.605 

GS115 0.586 0.602 

 

La cepa sin casete de expresión GS115 reflejó menor concentración de proteínas 

totales, a diferencia del resto de colonias transformadas con el casete de expresión 

pPIC9-EG, lo cual es indicativo de que hay expresión de la enzima recombinante 

(Lowry et al.,1951). 

 

5.18 Ensayos enzimáticos de la proteína recombinante 

El ensayo enzimático para la enzima EG recombinante se realizó mediante el método 

de ácido dinitrosalicílico (DNS) obtuvo los siguientes datos analizados en el 

espectrofotómetro de masas (Cuadro 7). 
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Cuadro 7. Análisis enzimático con CMC.  

Cepa Repetición 1 Repetición 2 

Blanco 0 0  

Control (+) 0.293 0.29 

Control (-) 0.082 0.084 

1EG 0.176 0.132 

3EG 0.15 0.153 

5EG 0.186 0.22 

 

El análisis enzimático realizado determinó que la celulasa recombinante producida en 

P. pastoris GS115 mostró actividad celulítica contra CMC líquido incluso cambiando 

de color ligeramente los tubos eppendorf donde se realizó el ensayo, de forma similar 

que el control + (la celulasa comercial del hongo Aspergillus; Compañía PROMEGA). 

Y aunque hubo actividad de la enzima recombinante, la productividad de cepas con 

casete de expresión clonado puede variar dependiendo el tipo de vector utilizado y 

las condiciones de cultivo usado para la generación de biomasa e inducción de las 

proteínas recombinantes producidas (Cos et al., 2006). 

Es necesario seguir optimizando el proceso de producción de este tipo de celulasas y 

escalar la cepa recombinante en biorreactor para controlar parámetros clave para su 

producción óptima y estable como pH, temperatura y concentración de O2, incluso se 

podría considerar la producción en biorreactor tipo airlift para proporcionar menor 

estrés provocado por la agitación mecánica del impulsor del biorreactor. 
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6. CONCLUSIONES 

La óptima producción de las proteínas heterólogas y cepas super productoras en el 

ámbito industrial y científico es de gran importancia para la innovación y 

mejoramiento de procesos.  En este trabajo, la enzima recombinante endo-β-1,4-

glucanasa de 45 kDa proveniente de la termita Coptotermes formosanus se logró 

producir en el sistema de expresión de P. pastoris a mínima escala; aprovechando la 

rapidez en que P. pastoris como levadura genera biomasa y a su vez la capacidad de 

secreción de proteínas recombinantes al medio externo, evitando encarecer el 

proceso sin la necesidad de lisar la célula para obtener el producto, la cepa GS115 

resultó ser adecuada para la producción de esta enzima. 

La proteína cuenta con etiquetas de histidina para su purificación, en un futuro se 

podría clonar esta proteína sin las etiquetas de histidina y evaluar su funcionalidad en 

el sistema de expresión de P. pastoris. Además, desarrollar una estrategia en base a 

mejorar la producción industrial de proteínas en esta cepa en biorreactores y a su 

vez, buscar producir en nuevas cepas super productoras sería una ventajosa 

alternativa para el pretratamiento de malta e insumos en la industria cervecera y 

también para la producción de biocombustibles basados en materiales 

lignocelulósicos. 
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Anexo 1. Soluciones stock preparadas para el proyecto 

10X YNB (13.4 de yeast nitrogen base con sulfato de amonio sin aminoácidos). Se 

disolvió 134 g de YNB con sulfato de amonio y sin aminoácidos en 1 L de agua. 

Posteriormente se usaron 34 g de YNB sin sulfato de amonio y aminoácidos y 100 g 

de sulfato de amonio. Se filtró y almacenó a 4°C. 

500X B (0.02% de biotina). Se disolvió 20 mg de biotina en 100 ml de agua y se 

esterilizó por filtro. Se almacenó a 4°C. 

100X H (0.04% Histidina). Se disolvió 400 mg de L-histidina en 100 ml de agua. Se 

calentó la solución a 50°C. 

10X D (20% dextrosa). Se disolvieron 200 g de D-glucosa en 1 L de agua. Se colocó 

en la autoclave durante 15 minutos. 

10X M (5% metanol). Se mezcló 5 ml de metanol en 95 ml de agua. Se esterilizó por 

filtro y se almacenó a 4°c. 

10X GY (10% glicerol). Se mezcló 100 ml de glicerol con 900 ml de agua. Se 

esterilizo el medio con autoclave y se almacenó a temperatura ambiente. 

100X AA (0.5% de cada aminoácido). Se disolvieron 500 mg de cada aminoácido: 

ácido L-glutámico, L-metionina, L-lisina, L-leucina y L-isoleucina en 100 ml de agua. 

1M buffer de fosfato y potasio, pH 6.0. Se combinó 132 ml de K2HPO4, 868 ml de 

1 M KH2PO4 y se confirmó que el pH fuera de pH=6.0. Se esterilizó por autoclave y 

se almacenó a temperatura ambiente. 
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Anexo 2. Preparación de medios de cultivo (INVITROGEN, Pichia Expression 
kit, 2014) 
 

Se prepararon distintos medios de cultivo para Escherichia coli con el fin de tener un 

reservorio para nuestro vector de clonación y para Pichia pastoris: 

Medio LB: medio nutricionalmente rico para el crecimiento de bacterias. Se 

disolvieron 950 ml de agua desionizada con 10 g de triptona, 5 g de extracto de 

levadura y 10 g de NaCl; se ajustó la solución a un pH 7.0 y posteriormente se llevó a 

la autoclave por 20 minutos para posteriormente dejarla enfriar a 55°C y agregar los 

antibióticos.  

Medio MD: se agregaron 15 g de agar a 800 ml de agua y se colocó en la autoclave 

durante 20 minutos, se enfrío a 60°C y se agregaron 100 ml de solución 10X YNB 

(Anexo 1), 2 ml de 500X B (Anexo 1), 100 ml de 10X D (Anexo 1).  

Medio YPD: se agregaron 10 g de extracto de levadura y 20 g de peptona en 900 ml 

de agua (para placas se agregaron 20 g de agar), posteriormente se llevó a la 

autoclave por 20 minutos y se añadieron 100 ml de solución stock 10X D.  

Medio BMMY: Buffered Methanol-complex Medium. Se disolvió 10 g de extracto 

de levadura, 20 g de peptona en 700 ml de agua. Se esterilizó en autoclave durante 

20 min, después de eso se enfrió a temperatura ambiente y se agregó el siguiente 

mix: 100 ml de buffer de fosfato y potasio 1 M (pH=6), 100 ml 10X YNB, 2 ml 500X B, 

100 ml 10X GY. El medio BMMY se prepara para inducir proteínas recombinantes. 

Cada 24 horas se añade metanol al 5% con el fin de potenciar la inducción y sembrar 

las dos cepas que se usaron como controles: negativo (GS115) y positivo (PRL23) 



 

 

 63 

para la expresión de proteínas recombinantes en el medio BMMY líquido. Cada 24 

horas se estuvo monitoreando el crecimiento.  
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