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RESUMEN 
 

El queso Cotija es un producto lácteo tradicional mexicano que se elabora en un área ubicada entre 

los estados de Jalisco y Michoacán. Este alimento se elabora con leche de vaca, sin pasteurizar y se 

madura por un mínimo de 3 meses en la región de origen. Posee características fisicoquímicas 

como: alto contenido de sal, baja actividad acuosa, pH ácido, alto contenido graso y proteínico, que 

afectan la proliferación de diversos grupos microbianos y a su vez, permiten el crecimiento de la 

microbiota que confiere características distintivas al queso. Por consiguiente, la microbiota del 

queso Cotija ha sido objeto de estudio desde diversos enfoques y se han podido aislar e identificar 

bacterias ácido lácticas, levaduras, bacterias halófilas, bacterias proteolíticas y bacterias lipolíticas. 

Sin embargo, algunas de las técnicas empleadas se limitan únicamente a la identificación de la 

microbiota o al estudio de las capacidades de los microorganismos cultivables, los cuales 

representan sólo una pequeña fracción de la microbiota del alimento. La metagenómica funcional es 

una técnica que permite analizar la diversidad genética y el potencial metabólico de distintos 

ambientes. Por ello, en este trabajo se construyó una biblioteca metagenómica que amplió la 

capacidad de exploración del potencial enzimático del consorcio, incluyendo los microorganismos 

cultivables y no cultivables. Particularmente, se realizó la búsqueda de genes codificantes para 

hidrolasas de ésteres carboxílicos (CEH) mediante un escrutinio funcional. 

La biblioteca construida en el vector ZAP Express consta de 136 950 clonas y almacena 0.821 Gpb 

del metagenoma del queso Cotija. Las características del vector utilizado, el tamaño de los 

fragmentos clonados y la dimensión de la biblioteca obtenida hacen viable la búsqueda de otros 

genes de interés. 

Por otra parte, se recopilaron 13 clonas con presunta actividad CEH en la búsqueda funcional. Sin 

embargo, el análisis de las secuencias contenidas en las clonas supone el aislamiento de enzimas 

diferentes a las CEH, como: oxidorreductasas (ferredoxina, deshidrogenasa), proteínas 

trasportadoras (hierro y glicina/betaína), proteínas involucradas en el metabolismo de purinas (GAR 

y SAICARs) y proteínas hipotéticas. 
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1. MARCO TEÓRICO  
 

1.1 Queso Cotija 
 

El queso Cotija es un producto lácteo tradicional mexicano que tuvo origen en la región de 
Jalmich, un área ubicada entre los estados de Jalisco y Michoacán, hace más de cuatro siglos. 
Actualmente se elabora de manera genuina y artesanal en la misma región bajo la Marca Colectiva 
de “Queso Cotija Región de Origen”, la cual representa una protección oficial para los productores 
a falta de la Denominación de Origen. La producción del queso Cotija se limita a los meses de julio 
a octubre y se comercializa a partir del mes de diciembre (Álvarez B., et al., 2005). 
 

El queso Cotija es un queso que se elabora con leche de vaca entera o ligeramente descremada 
sin pasteurizar, que es coagulada por la adición de cuajo de origen animal. La cuajada es salada con 
sal de grano marina, amasada, prensada, no cocida y madurada por un mínimo de 3 meses en la 
región de origen. Todo esto permite la obtención de una pasta dura, seca, desmoronable, ácida, 
salada, de color blanco amarillento, con aroma pronunciado y de gusto fuerte (Álvarez B., et al., 
2005; NMX-F-735-COFOCALEC-2011). 

  
1.1.1 Proceso de elaboración del queso Cotija  

 
El proceso de elaboración del queso Cotija que llevan a cabo los productores de acuerdo a las 

reglas de uso para obtener un queso auténtico, se describe a continuación (Figura No. 1) (Álvarez 
B., et al., 2005; García S., 2011): 
 
Ordeña: Esta operación debe realizarse estrictamente entre las 7 y las 9 am. Su objetivo es la 
obtención de leche fresca que provenga de ganado criollo o cebú (de doble propósito: Pardo Suizo-
Cebú, Holstein-Cebú), que se alimente por libre pastoreo dentro del área delimitada de la Sierra de 
Jalmich. Al finalizar la ordeña, la leche debe ser “filtrada” a través de cedazos limpios para eliminar 
materia extraña. La leche obtenida presenta pH 7 y una temperatura de 37-38 °C. 
 
Reposo: La leche obtenida se deja reposar en un recipiente preferentemente de acero inoxidable 
durante 3 a 4 horas a temperatura ambiente (20-25 °C). 
 
Cuajado: Para esta operación la leche debe tener pH 7 y una temperatura de 34 °C. El cuajo es 
adicionado a la leche en una proporción aproximada de 10 mL cuajo por cada 100 litros de leche y 
se mezcla rápidamente. Generalmente el tiempo de cuajado es alrededor de una hora. El cuajo 
utilizado debe provenir del extracto bovino del estómago de rumiantes, la marca comercial de 
origen animal no microbiano es Cuamex, Cuajo XXX estandarizado (enzimas coagulantes de leche 
bovina). 
 
Cortado: El cuajo formado se corta con un cuchillo limpio y estéril. Esto permite verificar la 
consistencia de la cuajada mediante la observación de aristas bien definidas. 
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Reposo: La mezcla de cuajada y suero se reposa hasta que la cuajada cortada se deposita en el 
fondo.  
 
Drenado: El suero es eliminado mediante decantación y colado de la cuajada en un trapo limpio y 
estéril. La cuajada es comprimida con ayuda del trapo para contribuir al desuerado y finalmente se 
deja escurrir en mesas de acero inoxidable o madera. 
 
 

 
Figura No. 1. Proceso de elaboración del Queso Cotija Región de Origen de acuerdo a las reglas de uso establecidas. (*) 
Posibles vehículos y puntos de inoculación además de utensilios, (°) Etapas que definen los aspectos distintivos del queso 
Cotija. 

 
Amasado y salado: La cuajada se amasa de forma manual en una mesa de acero inoxidable o de 
madera, al mismo tiempo se incorporan aproximadamente 138-140 g de sal por cada 20 litros de 
leche empleada (la dosificación de sal varía dependiendo de cada productor). La sal utilizada es 
obtenida de forma artesanal, de origen marino, en grano, libre de materia extraña y generalmente 
procede del estado de Colima.  
 

Ordeña de leche *° 

Reposo 

Cuajado 

Cortado 

Reposo 

Drenado 

Amasado y salado*° 

Moldeado y reposo 

Prensado * 

Oreado ° 

Maduración *° 

Leche bronca fresca 
pH 7  

Temperatura= 37-38° C 

Generar grumos de tamaño 
~grano de maíz 

Colar cuajada de suero y 
ligera compresión 

Moldes de acero inoxidable 
conteniendo la cuajada en fibras 

de maguey 

Mínimo de 3 meses 

3-4 horas 
20-25 ° C 

Cuajo de origen animal, no 
microbiano ~10mL/100L de 
leche pH 7/ Temp= 34°C/1 h 

Tiempo= cuajada se 
deposite en el fondo 

Sal de mar, grano 
138-140g/20L de leche 

Amasado manual 

Con piedras o prensa rústica de 

tornillo 18-24 horas 

Voltear mínimo 15 días 
hasta firmeza adecuada 
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Moldeado y reposo: La cuajada se deposita en dos piezas de yute o ixtle (fibra de maguey) que se 
encuentran en un molde de acero inoxidable. De esta forma se logra un producto cilíndrico, de 40 
cm de diámetro y 18 cm de altura con un peso aproximado de 20 kg.  
 
Prensado: La pasta se prensa de 18 a 24 horas empleando piedras de 50 a 90 kg o prensas rústicas 
de tornillo. 
 
Oreado: Posteriormente, la pieza recién moldeada se faja con un cilindro y se voltea diariamente 
durante un mínimo 15 días o hasta que deja de escurrir suero para que adquiera la firmeza necesaria 
para ser manipulada. 
 
Maduración: El queso es desfajado cuando adquiere la firmeza adecuada y se continúa volteando 
para alternar la cara expuesta al medio ambiente durante los siguientes tres meses. Durante este 
tiempo también es importante limpiar la superficie del queso con un lienzo limpio y suave en un 
lugar seco, ventilado y cerrado para evitar la presencia de insectos. Adicionalmente, se coloca una 
malla de tela limpia sobre las piezas de queso para evitar contaminaciones. 
 

1.1.2 Composición química del queso Cotija   
 
El queso Cotija, a través del proceso de maduración, adquiere características fisicoquímicas 
particulares. Es un alimento con pH ácido y baja actividad acuosa (aw), la actividad acuosa es un 
parámetro estrechamente ligado a la disponibilidad de agua en el alimento. Posee un alto contenido 
de sal y un porcentaje de acidez suficiente para afectar la proliferación de diversos grupos 
microbianos y a su vez, permitir el crecimiento de la microbiota que confiere características 
distintivas al queso (Tabla No. 1) (Hernández B., 2007).  
 

 
Tabla No. 1. Composición química promedio del “Queso Cotija Región De Origen”. Tomada y modificada de Hernández 
B., 2007. * Considerando un aporte calórico de 4 kcal/g para proteínas o carbohidratos y 9 kcal/g para lípidos. 

Parámetro Composición 
Base Húmeda (BH) Base seca 

Agua (%) 32-40 - 
Sólidos totales (%) 60-68 - 
Proteína total (%) Mín. 27 Mín. 39 
Grasa butírica (%) Mín. 24 Mín. 37 
Minerales  (%) 5.8-7.2 8.7-11.2 
NaCl (%) 2.6-4.0 4.7-7.4 
Carbohidratos (%) 0.08-0.15 0.12-0.24 
Acidez (% ácido láctico) 0.20-0.32 - 
pH 4.8-5.2 - 
aw Máx. 0.90 - 
kcal/100 g queso* (teórico) Mín. 324 - 
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1.2 Importancia de los microorganismos lipolíticos en quesos madurados 
 
La etapa de maduración que experimentan algunos tipos de quesos se caracteriza por múltiples 
cambios microbiológicos y bioquímicos causados por las enzimas de la leche, del cuajo, de los 
microorganismos iniciadores, microorganismos secundarios y bacterias acido lácticas que se 
desarrollan a lo largo del proceso (Collins, Y., et al., 2004; Rodríguez-Pinilla J., et al., 2015). Estos 
cambios principalmente incluyen procesos fermentativos, proteolíticos y lipolíticos, que resultan en 
la formación de moléculas pequeñas a partir de la lactosa, proteínas y grasas. Mediante estas 
reacciones se modifica la textura de los quesos, se intensifica el aroma y desciende la aw, de esta 
manera el producto final adquiere características sensoriales distintivas (Marilley L. y Casey M., 
2004; Weimer B., 2007). 

Los microorganismos lipolíticos son en parte responsables del desarrollo de sabor y olor durante la 
maduración del queso. En algunos tipos de queso se ha asociado la actividad lipolítica a la presencia 
de ciertos microorganismos (Collin Y., et al., 2003 a, b) (Tabla No. 2). 

Tabla No. 2 Microorganismos lipolíticos reportados en algunos quesos madurados. 

Queso Microorganismo lipolítico Referencia 

Cheddar 

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 

L. plantarum 

L. brevis 

L. helveticus 

Lactococcus lactis 

Marth E., 1963 
Marilley L. y Casey M., 
2004 

Emmental 

Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii  

L. helveticus 

L. lactis 

L. bulgaricus 

García G., et al., 2004 

Brie 
Penicillium sp. 
P. camemberti 

P. candidum 

Collins Y., et al.,  2004 

Camembert Penicillium camemberti 

P. candidum 
Collins Y., et al.,  2004 

Gruyere Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii  Marth E., 1963 

Cotija 

Yarrowia lipolytica 

Enterococcus faecalis 

Enterococcus faecium 

Psycrobacter sp. 
Lactococcus lactis 

Bacillus pumilus 

Paenibacillus sp. 
Candida zeylanoides 

Staphylococcus sp. 

García S., 2006 
García S., 2011 
Robles C., 2014 
 

Azul 
Penicillium roqueforti  

Penicillium camemberti 

Geotrichum candidum 

Collins Y., et al., 2004 

Roquefort Penicillium roqueforti Collins Y., et al., 2004 
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Estos microorganismos poseen enzimas que hidrolizan los triglicéridos de la leche de manera 
gradual y generan ácidos grasos de cadena corta, que a su vez son metabolizados mediante β-
oxidación y descarboxilación para producir compuestos aromáticos y de sabor como las 
metilcetonas y alcoholes secundarios. Si los ácidos grasos liberados de los triglicéridos reaccionan 
con algún grupo alcohol se formaran compuestos como el butanoato de etilo, hexanoato de etilo, 
acetato de etilo, octanoato de etilo, decanoato de etilo y hexanoato de metilo. Los ácidos grasos 
hidroxilados también pueden ser esterificados para formar lactonas. Por otra parte, los ácidos grasos 
poliinsaturados forman aldehídos insaturados que son saborizantes muy fuertes (Marilley L. y 
Casey M., 2004) (Figura No. 2). 

 

Figura No. 2. Catabolismo de triglicéridos en el queso por lipólisis. La superficie gris indica compuestos que contribuyen 
con el sabor y aroma en el queso. Tomada y modificada de Marilley L. y Casey M., 2004. 

 
1.3 Hidrolasas de ésteres de ácidos carboxílicos  

 
La Unión Internacional de Bioquímica y Biología Molecular (IUBMB) (NC-IUBMB, 2015) ha 
clasificado a las enzimas en 6 familias según sus características catalíticas. La familia EC 3 (EC- 
Enzyme Commission) está conformada por enzimas hidrolíticas, las cuales catalizan la ruptura de 
un enlace por la adición de una molécula de agua. Las hidrolasas a su vez se dividen en 12 
subgrupos dependiendo del tipo de enlace que cortan. Aquellas que actúan sobre enlaces ésteres se 
les clasificó como EC 3.1 y particularmente las hidrolasas que actúan sobre enlaces ésteres 
carboxílicos (CEH) se les clasificó como EC 3.1.1. Dentro de este conjunto de enzimas 
encontramos a las carboxilesterasas (EC 3.1.1.1) y las triacilglicerol lipasas (EC 3.1.1.3). Las CEH 
son en términos generales un grupo de biocatalizadores de la reacción de hidrólisis de enlaces tipo 
éster presentes en compuestos de distinta naturaleza (NC-IUBMB, 2015). 
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1.3.1  Lipasas y carboxilesterasas  

Las triacilglicerol éster hidrolasas también conocidas como lipasas (E.C. 3. 1. 1. 3) son enzimas que 
catalizan la reacción de hidrólisis de ésteres formados por glicerol (glicerol, monoglicéridos y 
diglicéridos) y ácidos grasos de cadena larga (≥C10) en una interfase agua-lípido (Figura No. 3). Las 
lipasas son altamente específicas en catálisis quimio-, regio- y enantioselectiva además no requieren 
cofactores. Adicionalmente, pueden llevar a cabo las reacciones de esterificación, 
interesterificación, acidólisis, alcohólisis y aminólisis. Adicionalmente, se han realizado numerosos 
estudios mediante técnicas de ingeniería genética o evolución dirigida para incrementar su poder 
catalítico. (Reyes-Duarte D., et al., 2005; Joseph B., et al., 2008; Hasan F., et al., 2009). 
 

 

Figura No. 3. Reacción de hidrólisis y síntesis de triglicéridos catalizados por lipasas. A) Reacción de hidrólisis total de 
triglicéridos. B) Reacción de síntesis de ésteres. Donde R1, R2 y R3 representan las cadenas alifáticas de los ácidos grasos. 
Si R1, R2 y R3 ≥C10 la enzima se denomina lipasa. Si R1, R2 y R3 ≤C8 la enzima se denomina carboxilesterasa. 

Por otra parte, una emulsión es un sistema de dos fases que consta de dos líquidos parcialmente 
miscibles, uno de los cuales se dispersa en forma de glóbulos en el otro (Jaeger K-E., et al., 1999; 
Kim Y., et al., 2006). Las reacciones lipolíticas se llevan a cabo en una interfase agua-lípido que 
aparece cuando se excede la solubilidad del sustrato, en este caso, triglicéridos con cadenas de 
longitud superior a diez átomos de carbono que se dispersan en un medio acuoso, encontrándose en 
un equilibrio entre los estados monoméricos, micelar y emulsión (Figura No. 4). Diversos autores 
reportaron que la actividad de las lipasas en una interfase agua-lípido se ve aumentada en 
comparación con soluciones de ácidos grasos en estado monomérico, a este fenómeno se le 
denominó “activación interfacial” (Verger R., 1997; Jaeger K-E., et al., 1999; Kim Y., et al., 2006). 
 

 

Figura No. 4. Esquema de los estados fisicoquímicos de lípidos en un medio acuoso. Imagen tomada y modificada de 
Verger R., 1997. 
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Las carboxilesterasas son otro tipo de enzimas capaces de hidrolizar enlaces tipo éster carboxílicos 
formados por ácidos grasos de cadena corta (≤C8) parcialmente solubles en agua. Por tanto, el 
criterio de clasificación entre estas enzimas y las lipasas “verdaderas” se basa en la longitud de la 
cadena de los ácidos carboxílicos que toman como sustrato (EC 3.1.1.3) (Arpigny J. y Jaeger K-E., 
1999; Jaeger K-E., et al., 1999). 

1.3.2 Estructura de las hidrolasas de ésteres carboxílicos 
 
Las lipasas, acetilcolinesterasas, tioesterasas y serino-carboxipeptidasas pertenecen a una familia de 
enzimas que están relacionadas estructuralmente por tener un patrón de plegamiento tipo α/β 
hidrolasa y cuya actividad enzimática se basa en catalizar reacciones de hidrólisis de diversos 
sustratos (Arpigny J. y Jaeger K-E., 1999; Jaeger K-E., et al., 1999; Elend C., et al., 2006). 
  
El plegamiento α/β hidrolasa fue elucidado mediante cristalografía de rayos X a principios de los 
años 90’s y consiste en una lámina β central formada por ocho hojas paralelas (β1-β8) a excepción 
de la segunda hebra (β2) que se encuentra antiparalela a las demás (Figura No. 5). La lámina β 
central se curva adoptando una estructura de medio barril y presenta un torcimiento que orienta las 
hojas β1 y β8 en un ángulo de 90°. El conjunto de láminas β se encuentra rodeado por seis hélices α 
(αA-αF). Las hojas paralelas β3 a β8 están unidas por α-hélices localizadas de un lado de la lámina 
β central, mientras que las hélices αA y αF se encuentran del lado opuesto. La curvatura de la hoja β 
central y la posición espacial de las hélices puede variar significativamente en diversas enzimas 
(Jaeger K-E., et al., 1999). 

 

Figura No. 5. Esquema del plegamiento α/β hidrolasa. Las hebras β se representan mediante flechas numeradas de la 1- 8. 
Las hélices α se indican por cilindros numerados de la A- F. Los círculos simbolizan los residuos de la triada catalítica 
(nucleófilo-His-ácido). Tomado de Jaeger K-E., et al., 1999. 

 
El sitio catalítico está formado por una tríada aminoacídica constituida por: un residuo nucleofílico 
que puede ser Ser, Cys o Asp, un residuo ácido que puede ser Asp o Glu y un residuo invariable de 
His, siempre presentes en el orden mencionado dentro de la secuencia de aminoácidos (Jaeger K-E., 
et al., 1999; Kim Y., et al., 2006). El residuo nucleofílico (Ser, Cys o Asp) está localizado en un asa 



Marco Teórico 
  

 

~ 8 ~ 
 

cerrada entre la hebra β5 y la hélice αC como parte de un pentapéptido altamente conservado 
formado por -Gly-Xaa-Ser-Xaa-Gly-, donde Xaa puede ser cualquier aminoácido. La hoja β5 junto 
con la secuencia donde se localiza el pentapéptido y la hélice αC forman un motivo β-giro-α 
llamado “codo nucleofílico” que permite el ataque eficiente del nucleófilo al sustrato (Jaeger K-E., 
et al., 1999; Fernández T., 2005; Kim Y., et al., 2006). El residuo ácido catalítico (Asp o Glu) se 
localiza en el asa entre la hebra β7 y la hélice αE, mientras que la His se encuentra en el asa que 
conecta a la hebra β8 y la hélice αF. Las asas en las que se posicionan los residuos que conforman la 
tríada catalítica son las mejor conservadas dentro del plegamiento. 
 
Otro aspecto importante del sitio activo es la creación de una cavidad oxianiónica a causa del 
arreglo espacial de átomos de nitrógeno de la cadena principal que permiten estabilizar mediante 
puentes de hidrógeno al intermediario tetraédrico formado durante la catálisis. 

La lipasa pancreática humana y la lipasa de Rhizomucor miehei fueron las dos primeras estructuras 
tridimensionales de enzimas lipolíticas que se elucidaron y en ellas se pudo apreciar un bucle o asa 
superficial que se denominó “tapa peptídica”. Esta “tapa” es un fragmento peptídico anfifílico que 
cubre el centro activo haciéndolo inaccesible al sustrato o al solvente (Verger R., 1997). La “tapa” 
es un subdominio que puede consistir en una o dos hélices α o un bucle, por lo que, el largo y la 
complejidad de esta estructura depende de cada enzima y se encuentra en el lado carboxílico de la 
lámina central β (Jaeger K-E., et al., 1999). La presencia de este subdominio permitió explicar el 
fenómeno de activación interfacial que exhiben las lipasas. La tapa se abre permitiendo que los 
residuos catalíticos tengan acceso al sustrato cuando la enzima se encuentra en presencia de 
sustratos hidrofóbicos, mientras que, en ausencia de la interfase agua-lípido la tapa cubre el sitio 
activo (Figura No. 6). 
 
En el período de 1990-1994 se elucidaron numerosas estructuras tridimensionales de enzimas CEH 
y algunos datos bioquímicos y cinéticos, con los que se concluyó que no todas las enzimas 
presentaban el fenómeno de activación interfacial y que la presencia de un “tapa peptídica” no se 
correlacionaba necesariamente con dicha activación. Por ejemplo, las lipasas de Pseudomonas 

glumae, P. aeruginosa y Candida antárctica B no muestran activación interfacial pero sí poseen 
una “tapa peptídica” (Verger R., 1997; Fernández T., 2005). Por lo tanto, ni la activación interfacial 
ni la presencia de una “tapa peptídica” han sido criterios suficientes para determinar si una 
determinada enzima es una carboxilesterasa o es una lipasa “verdadera”. Por esta razón se ha optado 
por clasificar a estas enzimas con base en el sustrato que hidrolizan: las lipasas hidrolizan 
acilgliceroles de cadena larga (≥C10) y las carboxilesterasas hidrolizan acilgliceroles de cadena corta 
(≤C8) (Verger R., 1997; Jaeger K-E., et al., 1999; Fernández T., 2005). 
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Figura No. 6. Esquema de la HPL-procolipasa que ejemplifica el cambio conformacional que sufren las lipasas que 
poseen “tapa peptídica” en una interfase agua-lípido. Donde E*S simboliza la conformación abierta, E representa la 
conformación cerrada y S- sustrato. Tomado y modificado de Verger R, 1997. 

1.3.3 Mecanismo catalítico de las hidrolasas de ésteres carboxílicos 
 

Las CEH son enzimas que actúan sobre los enlaces éster del carboxilo presente en los 
triacilgliceroles para liberar ácidos grasos y glicerol, y su mecanismo catalítico es esencialmente el 
mismo. La triada catalítica nucleófilo-(Ser, Cys o Asp)-Ácido (Asp o Glu)-His es la principal 
responsable de la actividad de estas enzimas, como se mencionó previamente.  
 
El mecanismo de reacción procede de manera concertada entre la enzima, el sustrato y una 
molécula de agua, sin embargo, se puede esquematizar en varios pasos intentado representar lo que 
ocurre (Figura No. 7). El sustrato se asocia a la enzima formando un complejo no covalente enzima-
sustrato con al menos dos grupos NH- de cadenas laterales de aminoácidos en el sitio catalítico. La 
reacción se inicia con la formación de un conjunto de puentes de hidrógeno entre el COO- del Asp y 
el hidrógeno del NH- del imidazol y entre el N del anillo y el grupo OH- de la Ser, lo que favorece 
el ataque nucleofílico al carbono del carbonilo por el oxígeno del grupo OH- de la Ser catalítica, 
formando el primer intermediario tetraédrico. Momentáneamente el carbono del carbonilo se 
encuentra enlazado a 4 sustituyentes por lo que presenta una geometría tetraédrica. Posteriormente, 
el par electrónico del oxígeno regenera el grupo carbonilo por la formación de un doble enlace con 
el carbono generando un “intermediario acilo-enzima” y se libera el alcohol como primer producto 
de la reacción. A continuación, el par electrónico del nitrógeno del anillo imidazol secuestra un 
protón del agua para permitir el ataque nucleofílico al carbono del carbonilo del intermediario acilo-
enzima por el átomo de oxígeno de la molécula de agua, formando un segundo intermediario 
tetraédrico que se resuelve de la misma forma que el anterior con la diferencia de que al regenerar el 
carbonilo se regenera el residuo de serina y el sustrato se libera en forma de ácido carboxílico. La 
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triada catalítica regenera sus grupos funcionales que a su vez mantienen interacciones tipo puentes 
de hidrógeno y está lista para iniciar otro ciclo de catálisis (Jaeger K-E., et al., 1999).  
Los intermediarios tetraédricos poseen un átomo de oxígeno cargado negativamente lo que forma 
una estructura tipo oxianión que es estabilizada nuevamente por los grupos NH- de las cadenas 
laterales de los aminoácidos presentes en una zona del sitio catalítico denominada cavidad 
oxianiónica (Jaeger K-E., et al., 1999). 

 

Figura No. 7. Mecanismo de reacción de lipasas. 1) Asociación del sustrato con enzima, inicio de la reacción con un 
ataque nucleofílico al carbono del carbonilo por el oxígeno del grupo OH- de la Ser catalítica. 2) Se forma el primer 
intermediario tetraédrico, regeneración del grupo carbonilo 3) Se genera un “intermediario acilo-enzima” y se libera una 
molécula de alcohol. El par electrónico del nitrógeno del anillo imidazol propicia un ataque nucleofílico al carbono del 
carbonilo del intermediario acilo-enzima por el átomo de oxígeno de la molécula de agua, se genera un segundo 
intermediario tetraédrico. 4) Cuando se resuelve el intermediario se regenera el residuo de Ser y el sustrato se libera en 
forma de ácido carboxílico. Tomada y modificada de Jaeger K-E., et al., 1999. 

 
1.3.4 Clasificación de las hidrolasas de ésteres carboxílicos 

Arpigny y Jaeger propusieron la clasificación de las CEH en 1999. Inicialmente se clasificaron en 8 
familias de acuerdo a los motivos proteínicos comunes en sus estructuras primarias y algunas 
propiedades funcionales conocidas hasta el momento. Posteriormente, la elucidación de estructuras 
terciaria y cuaternaria junto con la aplicación de herramientas bioinformáticas para analizar los 
elementos involucrados en el reconocimiento de sustrato y en la catálisis, se han ido detallando y 
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ampliando la clasificación (Arpigny J. y Jaeger K-E., 1999; Jaeger K-E., et al., 1999; Elend C., et 

al., 2006; Alcántara S., 2009). 

• Familia I: Formada por enzimas consideradas como lipasas verdaderas.  Esta familia se 
clasifica a su vez en 7 subfamilias. La enzima más representativa de esta familia es la 
producida por Pseudomonas aeruginosa y algunas más que provienen de organismos 
Gram-positivos.  Entre otras características, generalmente sus pesos moleculares varían 
desde 20 kDa hasta 75 kDa, pueden contar con péptido señal o no, por lo que pueden ser 
secretadas por la vía tipo I o II. Las lipasas de Bacillus tienen en común un pentapéptido 
consenso –Ala-Xaa1-Ser-Xaa2-Gly-. Por otra parte, algunas enzimas de esta familia poseen 
dos residuos de cisteína para formar un puente disulfuro que les permite ser estables en 
condiciones extremas de temperatura. 

• Familia II (GDSL): Las enzimas de esta familia poseen un motivo –Gly-Asp-Ser-Leu- que 
contiene la Ser catalítica, ubicado hacia el extremo N-terminal de la secuencia.  

• Familia III: Engloba aquellas enzimas que presentan un plegamiento típico α/β hidrolasa y 
contiene una triada catalítica típica. Este tipo de enzimas muestran un 20 % de identidad 
con las secuencias de aminoácidos de la enzima humana Platelet-activating-factor 
acetylhidrolase (PAF-AH) tanto intracelular como plasmática. 

• Familia IV (HSL): Las enzimas de esta familia fueron clasificadas debido a su significante 
semejanza con la secuencia aminoacídica de la lipasa sensible a hormonas de mamíferos 
(HSL). Sin embargo, también presentan similitudes con organismos psicrófilos, mesófilos y 
termófilos. Otra característica de esta familia, es que las enzimas son relativamente activas 
a bajas temperaturas (menores a 15 ºC). 

• Familia V: Este tipo de enzimas posee hasta 20-25 % de similitud con enzimas bacterianas 
no lipolíticas con plegamiento α/β hidrolasa y triada catalítica, como: epóxido hidrolasas, 
dehalogenasas, haloperoxidasas. Considera enzimas que proceden de microorganismos 
mesófilos (Pseudomonas oleovorans, Haemophilus influenzae, Acetobacter pasteurianus), 
termófilos (Sulfolobus acidocaldarius) y psicrófilos (Moraxella sp., Psycrobacter 

immobilis).  
• Familia VI: Está formada por enzimas de bajo peso molecular, aproximadamente 23-26 

kDa. La forma activa de estas enzimas es en dímeros. Las subunidades presentan un 
plegamiento típico de α/β hidrolasa y contiene una triada catalítica -Ser-Asp-His-. Estas 
carboxilesterasas hidrolizan sustratos pequeños con una amplia especificidad mientras que 
los triglicéridos de cadena larga no son hidrolizados. Además, generalmente se localizan en 
el citoplasma bacteriano. Presentan hasta un 40 % de similitud con lisofosfolipasas 
eucarióticas.  

• Familia VII: Son CEH bacterianas de peso molecular relativamente alto (≈ 55 kDa). 
Muestran hasta 30 % de identidad con las enzimas eucarióticas acetilcolinesterasa de 
intestino y carboxilesterasa de hígado. 

• Familia VIII: Estas proteínas pueden tener hasta 380 aa de longitud en su estructura 
primaria y muestran una alta similitud con las enzimas β-lactamasas clase C. Los 
aminoácidos catalíticos se encuentran formando parte de un motivo conservado –Ser-Xaa1-
Xaa2-Leu- en el extremo N-terminal y en algunas ocasiones también se reconoce el motivo 
–Gly-Xaa1-Xaa2-Gly-. 
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1.3.5 Aplicación industrial de las hidrolasas de ésteres carboxílicos 
 
Las enzimas microbianas tanto de hongos como de bacterias desarrollan un papel muy importante 
en procesos industriales y biotecnológicos. Después de las proteasas y las carbohidrasas, las CEH 
son consideradas como el tercer grupo más utilizado, basado en el volumen total de ventas (Hasan 
F. et al., 2005). Las CEH son ejemplos de enzimas que han logrado impactar a diversos sectores de 
la industria por sus destacadas características: son estables en disolventes orgánicos, pueden actuar 
en una interfase agua-lípido, presentan especificidad por sustrato, poseen regio- y 
estereoespecificidad, pueden catalizar una gran variedad de reacciones, además no requieren 
cofactores (Arpigny J. y Jaeger K-E., 1999; Akoh C., et al., 2004; Reyes-Duarte D., et al., 2005). 
Las CEH han encontrado aplicaciones en algunas industrias como son: la industria de alimentos, 
fragancias, cosméticos, textil, farmacéutica, detergentes, química, agroquímica, por nombrar sólo 
algunos (Arpigny J. y Jaeger K-E., 1999; Jaeger K-E., et al., 1999; Akoh C., et al., 2004; Fernández 
T., 2005; Rivera-Pérez C., et al., 2007). 
 
La aplicación más importante de las CEH desde el punto de vista del tamaño del mercado, es sin 
duda, en la industria de los detergentes, donde son adicionadas a productos que se comercializan 
con la finalidad de ser utilizados en hogares y lavanderías industriales (Jaeger K-E., et al., 1994; 
Carrera J., 2003; Hasan F., et al., 2005; Rajendran A., et al., 2006).  
Las CEH también han pasado a ser una parte integral en la actual industria alimentaria (Uhlig H., 
1998; Peña M. y Quirasco B., 2014). La mayoría de enzimas lipolíticas que se utilizan en alimentos 
son de origen fúngico debido a que son reconocidos como seguros (GRAS) (Tabla No. 3). En la 
industria alimenticia, son utilizadas para el desarrollo de determinados sabores en la elaboración de 
quesos madurados, vegetales fermentados y mantequilla, debido a la producción de ácidos grasos de 
cadena corta (C4-C6) que aportan un sabor fuerte y penetrante. O bien, si se generan ácidos grasos 
de cadena larga (≥C12) son metabolizados por otros microorganismos dentro del alimento para 
formar otros productos aromáticos como los β-cetoácidos (compuesto característico en queso) 
(Verger R., 1997; Akoh C., et al., 2004; Fernández T., 2005). Otra aplicación importante de las 
CEH dentro de este campo, es la modificación de grasas y aceites en cuanto a posición, longitud y 
grado de insaturación de los triglicéridos que influye fuertemente tanto en las propiedades físicas 
como nutrimentales. Por otra parte, la hidrólisis enzimática de grasas evita la degradación 
exhaustiva de los ácidos grasos que se presenta cuando se somete a condiciones  drásticas 
(temperatura: 240-260 °C y presión: 60 bar) en un proceso químico convencional (Hasan F., et al., 
2005; Rivera-Pérez C., et al., 2007). La interesterificación de grasas y aceites, produce 
acilgliceroles modificados que no pueden obtenerse mediante química tradicional. También se 
puede alterar el punto de fusión de un aceite, modificando la composición y/o estructura de sus 
triglicéridos mediante reacciones de transesterificación, utilizando como co-sustrato determinados 
ácidos grasos u otros triglicéridos de diferente composición (Jaeger K-E., et al., 1994; Verger R., 
1997; Streit, W. y Schmitz R., 2004; Fernández T., 2005). Un ejemplo de este proceso es la 
utilización de la lipasas de Rhizomucor miehei que mediante una reacción de transesterificación, 
reemplaza el ácido palmítico por el ácido esteárico para proporcionar el triglicérido esteárico-
oleico-esteárico con el punto de fusión adecuado para su utilización en la elaboración de chocolate 
(Jaeger K-E., et al., 1999; Rivera-Pérez C., et al., 2007).  
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En la industria textil las lipasas se han utilizado para el procesamiento del cuero en la eliminación 
de la grasa subcutánea. En la industria del papel se han utilizado para eliminación de la brea de la 
pulpa del papel, evitando producir un papel pegajoso y con huecos. La brea es una resina de la 
madera compuesta de triacilgliceroles y ceras que causa pegajosidad en el proceso (Jaeger K-E., et 

al., 1999). En la industria química se utilizan para la síntesis orgánica de pesticidas mediante 
síntesis estereoespecíficas (Jaeger K-E., et al., 1999; Akoh C., et al., 2004; Fernández T., 2005). 
 
Tabla No. 3. Microorganismos de los cuales se han podido aislar enzimas lipolíticas. Tomada y modificada de Hasan F., 
2005. 

Microorganismos productores de lipasas 
Bacillus sp. Enterococcus faecalis Acinetobacter sp. 

B. subtilis Lactobacillus plantarum Botrytis cinérea 

B. thermoleovorans Staphylococcus aureus Chromobacterium viscosum 

B. thermocatenulatus S. haemolyticus Streptomyces flavogriseus 

B. coagulans S. warneri Trichosporon asteroides 

Pseudomonas sp. S. xylosus T. laibacchii 

P. fragi Penicillium cylopium Rhizomucor miehei 

P. aeruginosa P. simplicissimum Geotrichum candidum 

P. fluorescens Aspergillus niger Pichia urtonii 

Candida cylidracae A. oryzae  Fusarium solani 
 

1.4 Metagenómica 

El planeta tierra es en sí un ecosistema complejo que comprende una gran variedad de subsistemas 
con poblaciones y características tanto geográficas como fisicoquímicas muy diversas. Se ha 
estimado que la tierra alberga más de 1 x 1030 microorganimos y se piensa que la vida unicelular 
sigue representando la gran mayoría de los conductores funcionales de los ecosistemas de nuestro 
planeta (Whitman W.B., et al., 1998; Reyes-Duarte D., et al., 2007; Ekkers D. M., et al., 2012). Sin 
embargo, el conocimiento sobre  la diversidad, el potencial funcional y la interdependencia de estos 
organismos microscópicos siguen siendo limitados (Knight R., et al, 2012). 

El estudio de los efectos del medio ambiente sobre los microorganismos fue iniciado por Antoni 
van Leeuwenhoek, cuando comparó las observaciones al microscopio de la suciedad de entre sus 
dientes y después de tomar una taza de café, los “animaluchos” habían desaparecido o estaban 
inmóviles. Leeuwenhoek fue el primero en describir una correlación entre el cambio de temperatura 
y la viabilidad de los microorganismos (Ergerton F. N., 2006). Desde entonces, se han 
correlacionado rasgos de hábitat tales como temperatura, salinidad, pH, contenido de nutrientes, 
entre otros, con la distribución de especies de microorganimos en dicho hábitat (Wooley J. C., et al, 
2010). 

La metagenómica es una disciplina que permite el estudio del conjunto de genomas de un hábitat 
determinado mediante la el análisis funcional y de secuenciación de la información genética de los 
microorganismos tanto cultivables como no cultivables para establecer identidades, funciones y 
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relaciones entre los individuos de una población (Chen K., et al., 2005; Van Lanen S., et al., 2006; 
Bonilla-Rosso G., et al., 2008).  

Los datos genómicos de diversos ambientes obtenidos a través de estudios realizados con técnicas 
de microbiología tradicional son altamente sesgados y no representar una imagen real de los 
genomas de las especies microbianas contenidas. Esto se debe principalmente a que sólo un 
pequeño porcentaje de los microorganimos en la naturaleza puede ser cultivado, menor al 1 % 
(Torsvik V., et al., 2002; Wooley J. C., et al., 2010). Por el contrario, los estudios metagenómicos 
utilizan material genético extraído directamente de todo el conjunto de microorganismos 
provenientes de un entorno natural, denominado metagenoma en 1988 por Handelsman y 
colaboradores (Handelsman J., 2004).  

1.4.1 Biblioteca metagenómica 

La metagenómica se apoya en bibliotecas metagenómicas para poder analizar la información 
genética de una población. Una biblioteca metagenómica o banco metagenómico es una colección 
de fragmentos de ADN clonados en un vector, que de forma representativa contienen todos los 
genomas microbianos presentes en un determinado hábitat (Handelsman J., 2004). Actualmente, se 
crean bibliotecas de diversas muestras (generalmente de ambientes) con la finalidad de estudiar toda 
la diversidad microbiana en busca de nuevas actividades enzimáticas aplicables a procesos 
sustentables en el ámbito industrial (Tabla No. 4) (Perrera J., et al., 2010). La construcción de una 
biblioteca metagenómica debe tomar en cuenta el tamaño promedio de los fragmentos de ADN a 
insertar,  tipos de vectores y consideraciones para la  expresión de los genes de interés (Ekkers D. 
M., et al, 2012). Las cualidades más importantes de una biblioteca metagenómica son: 

 La representatividad: debe contener la mayor cantidad de especies del metagenoma. 
 

 El tamaño: se refiere al número mínimo de clonas independientes que debe de contener para 
que la totalidad del ADN de partida este representado. El tamaño del banco de genes 
depende en gran medida de la longitud del ADN inserto promedio en los recombinantes. 

 
1.4.2 Vectores de clonación 

Para poder elaborar un banco metagenómico se requieren vectores de clonación que actúen como 
vehículo para transportar el ADN en estudio. Para realizar una elección adecuada del vector a 
utilizar debe tomarse en cuenta, las enzimas de restricción que se emplearan a lo largo del proceso, 
el tamaño de los fragmentos de ADN a ser insertados y el método de selección de genes de interés 
(Ferrer M., 2004; Perrera J., et al., 2010). Los principales vectores se enuncian a continuación: 
 

1) Plásmidos: Estos vectores pueden estabilizar fragmentos de ADN de 3 a 10 kpb, lo que 
disminuye la probabilidad de encontrar grandes genes completos.   
 

2) Cósmidos/ Fósmidos: Son capaces de transportar fragmentos de 45 kpb, lo que permite una 
mayor capacidad de clonación y a la vez una biblioteca menos numerosa, esto aumenta la 
probabilidad de clonar grupos de genes completos o regiones cromosómicas grandes. Sin 
embargo, son de difícil construcción y mantenimiento.  
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3) Cromosomas artificiales: Se utilizan los cromosomas artificiales bacterianos (BAC’s) para 
contener fragmentos de varios cientos de kilobases aislados directamente de los 
microrganismos de un ecosistema particular. A pesar de proporcionar una gran información 
genómica, no son fáciles de construir, ni de conservar, así como tampoco de realizar 
búsquedas de actividades enzimáticas concretas. Dependiendo del sistema elegido, pueden 
ser de bajo o alto nivel de expresión de genes.  
 

4) Fagos lambda: Los fagos lambda son capaces de aceptar insertos de hasta 20 kpb tanto de 
organismos procarióticos como eucarióticos. Las bibliotecas construidas con este tipo de 
vector son de fácil expresión en hospederos heterólogos. 

Tabla No. 4. Actividades enzimáticas identificadas en bibliotecas metagenómicas de diversos ambientes (Tomada y 
modificada de Ferrer M., et al., 2009). 

Tipo de enzima Fuente Método de búsqueda 

Esterasa 

Sedimentos de aguas 

Funcional 

Suelo del bosque, muestras de marismas y playas 
Rumen de vaca 
Agua potable 
Agua de lagos 
Cuenca anóxica hipersalina 

Lipasa 

Sedimentos 

Funcional 
Suelos y composta 
Tierra de bosques 
Agua de estanques 

Celulasa 
 

Suelo  
Rumen de vaca Funcional 
Agua de lagos y mares  

Fosfatasa Suelo y composta Funcional 

-lactamasa Sedimentos fríos de los montes submarinos de 
Edison (Nueva Guinea) PCR 

Amilasa Musgo cubierto de lodo Funcional 

-glucanasa Intestino de ratón Funcional 

Quitinasa 
Hábitats acuáticos diversos: Mar de los Sargazos y 
lago alcalino hipersalino 
Larvas de gusano (Lacanobia oleracea) 

Funcional y PCR 

Xilanasa Intestino humano 
Tumores de insectos (termitas y polillas) Funcional 

Pectinasa Suelos de zonas tropicales Funcional 

Ciclodextrinasa Rumen de vaca 
Lodos de aguas termales Funcional 

Amidasa 

Sedimentos marinos: superficie de marismas 
salinas 
Tierra arcillosa y lodos marinos (con / sin 
enriquecimiento) 

Funcional 

Carboxipeptidasa Intestino de insecto (Helicoverpa armigera) PCR 
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1.4.3 Tipos de bibliotecas 

En función de la naturaleza y tamaño del ADN a estudiar, así como, del método de selección de 
genes de interés existen tres tipos de bibliotecas metagenómicas (Vieites J., et al., 2010): 
 

a) Bibliotecas de expresión: Este tipo de bibliotecas son diseñadas para explorar la variedad de 
capacidades metabólicas de los microorganismos de un hábitat. Sin embargo, es poco 
frecuente conocer la identidad de los microorganismos responsables de cierta actividad. El 
ADN metagenómico se fragmenta en tamaños de 3 kpb – 20 kpb, de tal manera que los 
genes clonados se orienten de manera apropiada y sean regulados fuertemente por las 
señales del vector de expresión. Los vectores de clonación contienen todas las señales 
necesarias para permitir la trascripción y traducción in vivo de los insertos en la célula 
hospedera, por lo que el análisis de sus clonas se puede realizar con un método basado en la 
detección de los productos proteínicos codificados en ellos (Perrera J., et al., 2010). 

 
b) Bibliotecas de clonación: Son construidas como una herramienta complementaria para la 

secuenciación masiva de genomas o metagenomas. Los fragmentos de ADN generados son 
largos, la longitud oscila entre 40 kpb- 200 kpb. Los vectores de clonación utilizados son 
simples, es decir, no contienen señales para la expresión de los genes contenidos. Este tipo 
de bibliotecas pueden ser analizadas por hibridación con sondas oligonucleotídicas 
marcadas (marcadores filogenéticos como 16S ADNr, rpoB, Rec A), secuenciación o PCR 
múltiple. 

 
c) Las bibliotecas de ADNc: Son bibliotecas construidas a partir del ADNc obtenido del 

RNAm de la población. Dependiendo del vector seleccionado las bibliotecas de ADNc 
pueden ser de expresión o de clonación. Cabe mencionar, que este banco de genes permiten 
explorar el potencial de los genomas tanto procarióticos como eucarióticos, debido a que 
los insertos son secuencias carentes de intrones y pueden ser expresados en sistemas 
procarióticos. 

Cada tipo de biblioteca tiene ventajas y limitaciones, pero en conjunto, permiten integrar los 
resultados y comprender mejor el hábitat en estudio. El descubrimiento de una enzima en una 
biblioteca de expresión, seguido de la identificación del mismo gen en una biblioteca de clonación, 
conforma un poderoso medio para estudiar a los microorganismos de un hábitat y evaluar el 
potencial biotecnológico que nos ofrecen (Vieites J., et al., 2010). 
 

1.4.4 Proceso de elaboración de una biblioteca metagenómica 

La elaboración de un banco metagenómico se basa en la extracción del ADN del conjunto de 
microorganismos de una fuente natural. Como mínimo, se requieren entre 20 y 50 μg de ADN que 
posteriormente son fragmentados con enzimas de restricción hasta obtener insertos de longitud 
adecuada a la capacidad del vector de clonación. Finalmente, se ligan los fragmentos generados con 
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el vector seleccionado. Una vez que la biblioteca de genes ha sido construida, el siguiente paso es 
someterla a métodos de análisis para detectar las clonas de interés (Figura No. 8) (Ferrer M., 2004). 

La etapa de clonación, supone la incorporación de cada uno de los fragmentos a una molécula de 
vector. Por consiguiente, al transformar un cultivo celular, cada una de las células hospederas 
albergará una molécula recombinante diferente (Perrera J., et al., 2010). 

 

 
Figura No. 8. Esquema de la construcción de una biblioteca metagenómica y los métodos de análisis. (Tomada y 
modificada de Handelsman J., 2004; Ferrer M., et al., 2009).  

El proceso de elaboración de un banco metagenómico implica la superación de varios puntos 
críticos para tener éxito, como son: la dificultad para aislar el ADN metagenómico, la integridad del 
ADN obtenido, en algunos casos, la contaminación de ADN purificado con compuestos 
contaminantes que copurifican con el ADN, la capacidad de clonar los fragmentos de ADN 
suficientemente grandes en los vectores apropiados y de su capacidad para expresar la información 
genética en hospederos heterólogos de forma eficiente, además de contar con protocolos de tamizaje 
adecuados, que es usualmente el reto más grande (Vélez P., et al., 2002; Ferrer M., 2004). 
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1.4.5 Métodos de análisis de la información en las bibliotecas metagenómicas. 

Una vez que la biblioteca metagenómica se ha construido, existen dos metodologías para la 
búsqueda e identificación de genes de interés en una biblioteca metagenómica (Ekkers D. M., et al., 
2012): 

 Enfoque basado en función 

Consiste en la detección de la expresión del gen diana en el huésped de expresión y puede realizarse 
por tres caminos:  

 Detección fenotípica: consiste en evidenciar un rasgo fenotípico específico para 
identificar los clones positivos.  La detección puede ser directa, si el rasgo a observar es 
resultado de la expresión del gen, como la pigmentación o morfología de las colonias. 
También puede ser indirecta, es decir, a través de la interacción de una sustancia añadida 
con el producto del gen expresado. 

 Detección modulada: se basa en la modulación de la expresión de los genes insertados. 
por ejemplo, la co-expresión de genes informadores o la complementación heteróloga, la 
producción de un producto génico que es necesaria para el crecimiento en condiciones 
selectivas. 

 Inducción por sustrato: radica en la expresión inducida de genes clonados a través de un 
sustrato específico. 
 

 Enfoque basado en secuencia 

Consiste en la detección genética de las secuencias por hibridación o PCR. También puede 
realizarse por secuenciación completa del metagenoma, conocido como secuenciación masiva y 
posterior análisis computacional para la localización de genes, operones, unidades transcripcionales, 
elementos de control y otras señales (Wooley J. C., et al., 2010; Ekkers D. M., et al., 2012). 

A pesar de que el estudio de los genomas microbianos comenzó a finales de 1970, en los últimos 
años, nuestra visión del mundo microbiano se ha ampliado y trasformado gracias a las tecnologías 
asociadas a la metagenómica (Wooley J. C., et al., 2010). La metagenómica es una prometedora 
estrategia de exploración de recursos biotecnológicos para explorar el potencial funcional de los 
microorganismos y puedan ser aplicados a procesos en la industria, la agricultura, la alimentación, 
la salud, el medio ambiente, etc. (Ekkers D. M., et al., 2012; Knight, R., et al., 2012). 
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2. ANTECEDENTES 
 
El queso Cotija es un alimento con propiedades únicas y distintivas adquiridas e influenciadas por 
diversos factores como la materia prima, el proceso de elaboración y factores intrínsecos de la zona 
geográfica, entre otros. El queso Cotija es un alimento que se elabora de manera artesanal se han 
realizado análisis proximales, determinación de aw, pH y acidez del alimento en diversas ocasiones. 
Los resultados sugieren que es un hábitat interesante de estudio por poseer un alto contenido graso 
(mínimo 24% BH), alto contenido de sal (hasta 4% BH), bajo aw (máx. 0.9) y bajo pH (4.8-5.2), 
entre otros (García S., 2006; Hernández B., 2007; Hernández M., 2007; Bravo M., 2008).  

Es importante destacar que gran parte de las características del queso se deben al metabolismo de 
los microorganismos presentes en la leche, los que se suman a lo largo del proceso y los que se 
desarrollan en la maduración (García S., 2006). Debida la importancia de la microbiota, ésta ha sido 
objeto de estudio desde diversos enfoques logrando poner de manifiesto que es muy abundante, 
variada y compleja. Se han podido identificar bacterias ácido lácticas, levaduras, bacterias halófilas, 
bacterias proteolíticas y bacterias lipolíticas (Tabla No. 5) (García S., 2006; Hernández M., 2007; 
Bravo M., 2008; Cortés D., 2009; Martínez P., 2009; Zúñiga B., 2009; Gómez C., 2010; García S., 
2011; Casillas H., 2013;  Avilés P., 2014). 

Los estudios en el grupo de investigación hasta este momento han tratado de responder la pregunta 
¿Qué microorganismos se encuentran en el queso Cotija?, utilizando diferentes enfoques. Las 
técnicas independientes de cultivo han permitido conocer un gran número de microorganismos, 
pero los resultados de las investigaciones indican que aún faltan muchos por identificar. Por 
ejemplo, en el 2011, Escobar-Zepeda realizó un estudio de la distribución espacial de los géneros 
Bacillus, Enterococcus y Staphylococcus (considerados hasta entonces como los principales 
géneros bacterianos en el alimento) por la técnica de FISH. Los resultados mostraron que los 
microorganismos se encuentran dispersos de manera homogénea y que la suma de los tres géneros 
representa sólo el 11% de la microbiota total (Escobar-Zepeda A., 2012). Por este motivo, Escobar-
Zepeda realizó el análisis de la secuenciación masiva del metagenoma del queso Cotija y reveló que 
los microorganismos que conocemos representan sólo un pequeño porcentaje de la microbiota total 
(Escobar-Zepeda A., En revisión). 

Por otra parte, también se ha buscado aislar los microorganismos que habitan en el alimento para 
explorar sus capacidades metabólicas. Entre las más estudiadas están aquellas que se relacionan con 
la producción de bacteriocinas y generación de aromas y sabores en el queso Cotija. 
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Tabla No. 5. Microorganismos identificados en el queso Cotija en trabajos previos en el grupo de investigación. 



A
ntecedentes 

 
 

 

~
 2

1
 ~

 
 

 

      
 

Tabla No. 5. Continuación 
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En el 2008, Bravo M. aisló bacterias ácido lácticas con medios selectivos y las identificó mediante 
tiras API, encontrando 11 cepas de Enterococcus faecium y 3 cepas de Lactobacillus plantarum. 
Demostró que las bacterias coliformes disminuyen significativamente durante la maduración debido 
a la diminución del pH, posible efecto de bacteriocinas y otras sustancias inhibitorias como 
resultado del crecimiento y actividad de las BAL. Delgado A., corroboró la actividad antibacteriana 
de los péptidos de los sobrenadantes de cepas de Lactobacillus y Enterococcus contra 
microorganismos coliformes. 

Respecto a la generación de aromas y sabores en el queso Cotija, inicialmente se pensó que eran el 
resultado de la actividad proteolítica y lipolítica de los microorganismos presentes. Por esta razón, 
en el 2006 García S. realizó el aislamiento de microorganismos lipolíticos y posteriormente los 
identificó por análisis de restricción de ADNr (ARDRA) (García S., 2006). Esto le permitió 
identificar bacterias del género Staphylococcus y levaduras como Yarrowia lipolytica y Candida 

zeylanoides. Adicionalmente, aisló una bacteria identificada como Bacillus pumilus y que más 
tarde, fue objeto de estudio por su presumible potencial biotecnológico. Alcántara S., obtuvo y 
caracterizó la lipasa recombinante LipAQC-6H de Bacillus pumilus QC. La lipasa de 
aproximadamente 20.5 kDa tiene preferencia por sustratos de p-nitrofenil ésteres de cadena corta 
(C4:0 y C6:0) y presenta su mayor eficiencia catalítica a pH 5.5 con NaCl al 5.5 % (p/v) (Alcántara 
S., 2009).  
 
Posteriormente, se realizó un estudio para determinar las posibles fuentes de inoculación del queso 
Cotija con microorganismos lipolíticos a lo largo del proceso y hasta etapas tempranas de 
maduración. En el 2011, García S. logró aislar a los microorganismos a partir de medios de cultivo 
selectivos y después los identificó utilizando la técnica de electroforesis en gel con gradiente 
desnaturalizante (DGGE). Los resultados mostraron la presencia de Marinilactobacillus 

psychrotolerans, Psycrhobacter sp. y bacterias del género Bacillus en la sal de grano, bacterias del 
género Staphylococcus en todas las etapas de manufactura, Lactococcus lactis en leche y cuajada 
salada y Bacillus pumilus en la cuajada fresca (García S., 2011). 
 
Por otra parte, Hernández M. trabajó en el aislamiento de microorganismos proteolíticos en quesos 
madurados de 3-6 meses por métodos dependientes de cultivo. Las cepas obtenidas fueron 
caracterizadas por métodos bioquímicos tradicionales y ARDRA. Las bacterias correspondieron a 
los géneros Bacillus, Staphylococcus y Enterococcus (Hernández M., 2007).  
 
Más tarde, Escobar-Zepeda realizó el análisis del perfil electroforético de proteínas del alimento a 
lo largo del radio de una pieza de queso y evidenció que la hidrólisis de las proteínas mayoritarias 
(caseínas) ocurre de forma homogénea dentro de la matriz. Respecto al perfil de ácidos grasos 
totales resultó homogéneo a lo largo del radio de la pieza de queso y es muy parecido al perfil de 
ácidos grasos ideal en leche cruda de vaca Holstein (de acuerdo a la American Dairy Science 
Association en el 2002). Sin embargo, en el perfil de ácidos grasos liberados por hidrólisis se 
observó la presencia de C13:0 y C18:2 cualitativa y cuantitativamente igual en todas las zonas 
(Escobar-Zepeda A., 2012). 
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3. JUSTIFICACION  
 

El Queso Cotija es un alimento que por sus características fisicoquímicas resulta favorable para el 

desarrollo de ciertos grupos microbianos. Se han aislado e identificado numerosos microorganismos 

lipolíticos, proteolíticos y bacterias ácido lácticas a lo largo de su proceso de elaboración y 

maduración. Sin embargo, los microorganismos cultivables representan sólo una pequeña fracción 

de la microbiota del alimento, lo que limita la capacidad de exploración y uso del potencial 

metabólico del consorcio. La metagenómica es un enfoque que permite analizar las comunidades 

microbianas naturales en busca de actividades enzimáticas, incluyendo organismos que escapan a 

las posibilidades de cultivo en el laboratorio. Por estas razones, se propone la construcción de una 

biblioteca metagenómica del queso Cotija que posibilite la búsqueda y aislamiento de diversos 

genes de interés. La población de bacterias posee actividades metabólicas que está directamente 

relacionado con el desarrollo de las características sensoriales finales en el queso. En este trabajo las 

hidrolasas de ésteres carboxílicos resultan de interés porque contribuyen de manera importante a la 

generación de aromas y sabores en el alimento. Por otra parte, constituyen uno de los grupos 

enzimáticos más importantes en biocatálisis y han logrado impactar a diversos sectores de la 

industria por sus destacadas características.   
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4. HIPÓTESIS 
 

La lipólisis es una actividad enzimática relevante en la producción de aromas y sabores en los 

quesos madurados, por lo que se podrán encontrar hidrolasas de ésteres carboxílicos en una 

biblioteca metagenómica del queso Cotija “Región de Origen” con al menos tres meses de 

maduración.  

 

 

5. OBJETIVOS 

 

5.1.  Objetivo general 
Elaborar una biblioteca metagenómica del queso Cotija e identificar hidrolasas de ésteres 

carboxílicos funcionales provenientes de bacterias. 

5.2 Objetivos particulares 
 

 Elaborar una biblioteca metagenómica de la microbiota del queso Cotija en bacteriófagos λ. 

 Obtener clonas con actividad de CEH en el banco metagenómico. 

 Obtener la secuencia de los insertos de las clonas con actividad. 

 Identificar los marcos de lectura abiertos de enzimas de interés. 
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6. MATERIALES Y METODOS 

6.1. Diagrama experimental 

En las figuras No. 9 y No. 10,  se presenta el diagrama de flujo  y el esquema general de la 
metodología de este proyecto, respectivamente.  

 
Figura No. 9. Diagrama de flujo  de la metodología utilizada. 
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Figura No. 10. Esquema general de la metodología de la elaboración de la biblioteca metagenómica del queso Cotija.  
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6.2.  Muestras de queso Cotija 

Se utilizaron 17 muestras de queso Cotija “Región de Origen” de diferentes granjas de la zona de 
Jalmich, 7 de ellos pertenecen a municipios del estado de Michoacán y 10 a municipios del estado 
de Jalisco (Anexo 11.1). Las muestras fueron recogidas y mantenidos a -10 ° C hasta ser procesados 
para su almacenamiento. Los quesos fueron fabricados tradicionalmente y siguiendo las buenas 
prácticas de higiene. Los quesos cumplen con la norma NMX-F-735-COFOCALEC-201 para queso 
Cotija madurado. Las muestras de queso utilizadas cumplen con los siguientes parámetros 
fisicoquímicos: 

Parámetros 
fisicoquímicos: 

• aW:   0.90 
• Humedad: Máx. 36 % 
• Contenido de grasa (BH): Mínimo 23 % 
• Contenido de proteína (BH): Mín. 25 % 

 
 

Parámetros 
microbiológicos: 

• Cuenta de Staphylococcus aureus  100 UFC/g 
• Ausencia de Salmonella sp. por 

cuenta en placa 
 

• Ausencia (por qPCR): Listeria monocytogenes 

Salmonella enterica  

Escherichia coli  
Staphylococcus aureus 

Brucella spp 

Escherichia coli ETEC 
Escherichia coli O157:H7 
Complejo Mycobacterium 

(Mycobacterium bovis) 
• Cuenta de bacterias mesófilas 

aerobias: 
105 - 106 UFC/g 

• Organismos coliformes totales: 100 - 300 UFC/g 
 

6.3. Proceso para el almacenamiento de muestras de queso Cotija  

El procesamiento de las muestras se realizó en condiciones estériles. Los utensilios necesarios 
(procesador, tabla, cuchillos, cucharas) fueron lavados y esterilizados por inmersión en una solución 
de hipoclorito al 10 % (v/v), un posterior enjuague con etanol al 75 % (v/v) y finalmente fueron 
expuestos a la luz UV por 5 min. Se retiró la corteza de los quesos con un cuchillo y se cortaron en 
trozos pequeños con otro cuchillo. Los pedazos de muestra se trituraron en cantidades de 100 g 
aproximadamente con un procesador para alimentos. Posteriormente, cada 25 g de queso procesado 
fueron vaciados a una bolsa estéril con cierre zipper etiquetada para su almacenamiento a -70 °C. 
 



Metodología 
  

 

~ 28 ~ 
 

6.4. Obtención del metagenoma de la microbiota del queso Cotija 

En el grupo de trabajo, desde hace algunos años se desarrolló un protocolo de obtención del paquete 
celular de los microorganismos que se encuentran alojados en la matriz del queso Cotija, superando 
los problemas causados por el alto contenido graso o proteínico (Zuñiga B., 2009). Sin embargo, 
este paquete celular acarreaba ADN de vaca (Bos taurus) proveniente de las células somáticas 
contenidas en la leche con la que se elabora el queso. Las células somáticas (CS) son células que 
poseen núcleo y proceden del torrente sanguíneo o de la piel de la ubre o del pezón de la vaca. El 
conteo de células somáticas es usado como un indicador de la salud de la glándula mamaria y a su 
vez de la calidad de la leche obtenida (Pinto R., 2013; PROY-NMX-F-700-COFOCALEC-2012). 
Escobar-Zepeda realizó modificaciones al protocolo para eliminar el ADN de vaca y garantizar que 
el mayor porcentaje de ADN en estudio fuera de los microorganismos que se desarrollan en la 
matriz alimentaria. El tratamiento consistió en la digestión del ADN exógeno en el paquete celular 
con DNasa, antes de iniciar el proceso de ruptura celular para extracción de ADN metagenómico 
(Escobar-Zepeda, En revisión). Este paso se considera en las dos metodologías probadas para 
extracción del ADN. La recuperación del paquete celular a partir del queso Cotija se llevó a cabo 
sin previo enriquecimiento de microorganismos (Anexo 11.2 y 11.3). La extracción del ADN se 
realizó con el Kit Fast ID Genetic ID y con el método tradicional Fenol-cloroformo-alcohol 
isoamílico (25:24:1)  (Anexo 11.4 y 11.5). En el caso de esta última, se adicionó un paso de 
purificación con el kit QIAquick QIAgen (Anexo 11.5). 

6.5. Cuantificación de ADN y determinación de la pureza 

La cantidad del ADN extraído se cuantificó midiendo la absorbancia de 2 μL de solución a una 
longitud de onda de 260 nm (Abs 260nm) en un espectrofotómetro para microplacas Epoch, BioTek y 

el software Gen5 1.10. La pureza del ADN extraído con respecto a la contaminación por proteínas, 
se estimó con el cociente Abs 260nm/ Abs 280nm. El valor deseado de esta relación es 1.8-2, lo que 
significa que el ADN tiene la pureza suficiente. Adicional a las mediciones espectrofotométricas, se 
evalúo la integridad del ADN por electroforesis en un gel de agarosa 1 % (p/v). Y en algunos casos 
se evaluó la calidad del ADN mediante amplificación de la región V3 del gen ribosomal 16S por 
PCR punto final.  

6.6. Reacciones de PCR para evaluar la calidad del ADN metagenómico 

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador Marca Techgene, Techne. Se amplificó la 
región V3 de la subunidad 16S del ribosoma bacteriano como indicador de la pureza del ADN 
extraído. En las Tabla No. 6 y 7 se muestran los componentes y las condiciones de la reacción, 
respectivamente.  

Se utilizaron los siguientes cebadores universales (Ercolini D., 2003): 

 338F- 5’ ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG 3’ que ocupan de la posición 338-357 de 
la región V3 del gen ribosomal 16S. 
 

 B518R- 5’ ATT ACC GCG GCT GCT GG 3’ que ocupan de la posición 518- 534 de la 
región V3 del gen ribosomal 16S. 
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Tabla No. 6. Componentes de la reacción de PCR para amplificación de la región V3 del gen ribosomal 16S. Se utilizó 
Taq Polimerasa (Thermo Scientific). 

Reactivo Concentración 
inicial 

Concentración 
final 

Volumen por 
reacción 

Agua - -  
Master Mix Taq 
Man (Enzima, 
Buffer, dNTP`s) 

2 X 1 X 12.5 

Cebador 338F 100 μM 0.4 μM 1 μL 
Cebador B518 R 100 μM 0.4 μM 1 μL 
ADN - 50 ng totales  
Volumen final - - 25 μL 

 

Tabla No. 7. Condiciones del termociclador para la PCR para amplificación de la región V3 del gen ribosomal 16S. 
Número de ciclos Temperatura Tiempo 

1 94 °C 5 min 

20 

94 °C 

65 °C 

72 °C 

1 min 

1min 

3 min 

10 

94 °C 

55 °C 

72 °C 

1min 

1 min 

3 min 

1 72 °C 1 min 

 

Al final de la reacción, esperaba obtenerse un amplicón de 250 pb. 

6.7. Fragmentación del ADN 

La fragmentación del ADN se realizó con las enzimas Sau3AI y BamHI (Promega). Las reacciones 
de digestión con 400 ng de ADN se realizaron bajo condiciones variables de tiempo y 
concentración de enzima a 37 °C. Las enzimas fueron inactivadas por incubación a 65 °C durante 
15 min. El patrón de fragmentación fue visualizado en geles de agarosa al 0.7 % (p/v) en buffer 
TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA pH 8 ± 0.2). La tinción de los geles de agarosa se llevó 
a cabo por inmersión en una solución de bromuro de etidio 0.5 μg/mL en agua desionizada, filtrada 
y esterilizada. La diferencia de potencial aplicada fue de 90 volts durante 40 min. El marcador de 
tamaño molecular utilizado fue GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder Thermo Scientific (Anexo 11.7). 
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Las diluciones de enzimas requeridas se realizaron con agua grado biología molecular, buffer 
MULTI-CORETM y albumina sérica bovina (ABS) a concentración final 1X. Debido a que las 
enzimas no se almacenan bien en buffer de reacción, las diluciones se utilizaron inmediatamente o 
se almacenaron a -20 °C por no más de una semana (de acuerdo a los protocolos reportados por 
Promega). 

6.8. Procedimiento de corte de banda a partir de gel de agarosa  

Las electroforesis realizadas con el objetivo de cortar la banda de ADN que contenía los fragmentos 
de interés, se sometieron al proceso de tinción que se describe a continuación: 

Se utilizó agarosa bajo punto de fusión sin adición de bromuro de etidio (el ADN que será clonado 
no debe ser expuesto a la luz UV bajo ninguna circunstancia debido a que la eficiencia de la 
clonación podría verse disminuida en 100 veces o más) (Epicentre, 2012). 

El marcador de tamaño molecular y el control de la reacción de digestión parcial se depositaron en 
los pozos de los laterales del gel, mientras que la reacción de digestión, escalada y concentrada por 
calentamiento al vacío de 100 μL a 30 μL se depositó en un pozo central. Se aplicó una diferencia 
de potencial de 80 V durante 1 hora utilizando buffer TAE 1X. Al finalizar, el gel se depositó en 
una hoja de acetato con papel milimétrico como fondo para realizar el corte de los dos carriles 
laterales (Figura No. 11, lado izquierdo). 

 

Figura No. 11. Procedimiento del corte de banda de agarosa que contiene los fragmentos de ADN. Lado izquierdo) Corte 
de carriles laterales para tinción con bromuro de etidio. Lado derecho) Exposición de carriles laterales a la luz UV para 
marcar la zona de interés. MP: Marcador de tamaño, C: reacción de digestión enzimática parcial. 

Los laterales del gel fueron sumergidos en una solución de bromuro de etidio 0.5 μg/mL durante 10 
min y enjuagado en agua destilada estéril por 5 min. Posteriormente fueron expuestos a la luz UV 
para poder realizar unas muescas que delimitaran el área de interés (Figura No.11, lado derecho). 
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Finalmente, se empalmaron los tres segmentos del gel (sin exposición a la luz UV) y se cortó el área 
delimitada por las muescas en la zona central del gel. Esta banda de agarosa se dividió en trozos de 
250 mg aproximadamente y se depositaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL (los trozos de agarosa 
pueden ser almacenados a -20 °C). 

6.9. Recuperación de fragmentos de ADN en agarosa 

Los fragmentos de ADN de 7 a 12 kpb obtenidos por digestión parcial fueron purificados por 
diferentes metodologías: 
 

 Protocolo del Kit High Pure PCR Product Purification Roche (Anexo 11.8). 
 Protocolo del kit ZymocleanTM Gel DNA Recovery Zymoreserch (Anexo 11.9). 
 Protocolo que utiliza tierra de diatomeas (Anexo 11.10). 
 Protocolo de QIAEX II QIAgen/ DNA clean & concentrator-5 BIOSIS (Anexo 11.11 y 

11.12). 

6.10. Elaboración de la biblioteca metagenómica  

La biblioteca metagenómica se realizó utilizando el sistema ZAP Express Predigested Vector Kit 
and ZAP Express Predigested Gigapack Cloning Kits BamHI/CIAP-Treated, Agilent Technologies, 

este protocolo emplea al ADN de fago lambda como vector de clonación (Anexo 11.13).  

La construcción de la biblioteca metagenómica consta de dos pasos fundamentales: la ligación de 
los fragmentos de ADN con el vector ZAP Express y el empaquetamiento del vector recombinante 
en las partículas virales de fago λ. 

6.10.1. Reacción de ligación 

Antes de realizar la ligación, el vector y los fragmentos de ADN fueron calentados a 55 ˚C durante 
10 min e inmediatamente enfriados en hielo por dos minutos (Mei-Fong N., et al, 2008). 
Posteriormente, se adicionaron los demás reactivos de acuerdo a la tabla No. 8, para llevar a cabo la 
ligación de los fragmentos de ADN purificados con el vector ZAP Express. 

Tabla No. 8. Mezcla de reacción de ligación con el vector ZAP Express. *Enzima T4 DNA ligasa Invitogen. 

Reactivo Concentración 
inicial 

Concentración 
final 

Volumen 
adicionado 

Agua - - - 
Buffer ligasa T4 5X 1X 1.1 μL 
ADN inserto 0.213 μg/μL - 2.5 μL 
Vector ZAP 
Express 1 μg/μL - 1 μL 

Enzima T4 DNA 
ligasa * 1U/μL - 1 μL 

Volumen final de 
reacción   5.6μL 

La reacción de ligación se inactivó a 65 °C durante 10 min. 
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6.10.2. Comprobación de la reacción de ligación 

Se corroboró la eficiencia de la reacción de ligación mediante Lig-PCR antes de empaquetar las 
construcciones de ADN en las partículas víricas (Chandra P., et al., 2005).    

Se utilizaron 1.5 µL de la mezcla de reacción de ligación y los cebadores universales T7 y T3 que 
franquean el sitio de inserción en el vector ZAP express. Las condiciones de la reacción de Lig-
PCR se muestran en la Tabla No. 9 y Tabla No. 10. 

 
Tabla No. 9. Componentes de la reacción de Lig-PCR utilizando Long PCR Enzyme Mix. 

Reactivo Concentración 
inicial 

Concentración 
final 

Volumen por 
reacción 

Agua grado biología molecular - - 17.8 μL 
Buffer Long PCR con MgCl2 15 
mM 10X 1X 2.5 µL 

Mezcla de dNTP’s 10 mM 0.2 mM 0.5 μL 
Cebador  promotor T7 (Forward) 10 μM 0.5 μM 1.25 μL 
Cebador  promotor T3 (Reverse) 10 μM 0.5 μM 1.25 μL 
Mezcla de reacción de ligación - - 1.5 μL 
Long PCR Enzyme Mix (Thermo 
Scientific) 5U/ μL 1 U 0.20 μL 

Volumen final - - 25 μL 
 
Tabla No. 10. Condiciones del termociclador para la reacción de Lig-PCR. 

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos 
Desnaturalización 

inicial 94 ºC 3 min 1 

Desnaturalización 94 ºC 20 s 

10 Alineación (Tm-5) 51ºC 30 s 

Extensión 68 ºC 7 min 

Desnaturalización 94 ºC 20 s 

25 Alineación 51 ºC 30 s 

Extensión 68 ºC 7 min + 5 s 

Extensión Final 68 ºC 10 min 1 
 

El producto de PCR representa las moléculas recombinantes que se generan durante la ligación y su 

tamaño debe ser aproximado a 6 kpb. El producto de PCR obtenido a partir del vector sin ningún 

inserto tendría un tamaño aproximado de 165 pb (Anexo 11.14).  
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6.10.3. Empaquetamiento 

El empaquetamiento se realizó siguiendo las indicaciones del proveedor. Dado que se realizaron 
algunas modificaciones al protocolo de ligación reportado en el manual, éste se describe en la 
sección de resultados. La reacción de empaquetamiento se describe a continuación con detalle. 

1. Una vez terminada la reacción de ligación se mantuvo a 4 °C. 
2. Posteriormente se realizó el empaquetamiento del ADN recombinante en el fago lambda en 

campana de flujo laminar. 
3. Los extractos de empaquetamiento se descongelaron gradualmente tomando el tubo entre 

los dedos.  
4. Se adicionaron 4 μL la reacción de ligación a 25 μL de extractos de empaquetamiento. Se 

mezcló de manera envolvente, sin pipetear, ni formar, burbujas. 
5. Se centrifugó a máxima velocidad por 5 s el tubo de reacción para bajar todo el contenido. 
6. La reacción se incubó en un baño de agua precalentado a 22 °C en un equipo Eppendorf 

Thermomixer durante 2 horas (sin exceder el tiempo).  
7. Finalmente, se adicionaron 500 μL de Buffer SM y 20 μL de cloroformo. 
8. Se mezcló de manera envolvente con la pipeta y se centrifugó a máxima velocidad por 5 s 

para bajar los restos de empaquetamiento. Se almacenó a 4 °C. 
 

El buffer SM, los medios de cultivo y otras soluciones se prepararon siguiendo los protocolos 
descritos en los anexos 11.15, 11.16 y 11.17. 

6.11. Titulación de la biblioteca metagenómica 

La titulación de la biblioteca metagenómica se realizó con el objetivo de conocer el número de 
fagos contenidos en la misma, de la siguiente forma:  
 
La biblioteca metagenómica fue diluida con el volumen adecuado de buffer SM para obtener las 
diluciones 10-2, 10-3, 10-4 y 10-5. Posteriormente se adicionan 2 μL de cada dilución de fagos a 200 
μL de células E. coli XL1-Blue MRF´ a una D.O.600nm = 0.5 resuspendidas en una solución 10 mM 
de MgSO4 (cultivo realizado en medio LB con suplementos) (Anexo 11.18). Se incubaron las 
células y los fagos a 37 °C durante 15 min, sin agitación. Después de la incubación, se adicionó la 
mezcla de infección (bacterias y fagos) a 6 mL de agar suave NZY a 56 °C y se mezcló por 
inversión. El agar suave se vertió y homogenizó sobre una placa de agar NZY sólido. Se dejó secar 
durante 10 min y se incubó a 37 °C durante 18 horas. Finalmente se contaron las unidades 
formadoras de placa (UFP). Se calculó el número de fagos que conforman la biblioteca 
metagenómica con la siguiente ecuación: 
 

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑓𝑎𝑔𝑜𝑠 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑏𝑖𝑙𝑖𝑜𝑡𝑒𝑐𝑎 𝑚𝑒𝑡𝑎𝑔𝑒𝑛ó𝑚𝑖𝑐𝑎

=
(𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑈𝐹𝑃 𝑥 𝐼𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛)

𝜇𝐿 𝑢𝑠𝑎𝑑𝑜𝑠 𝑝𝑎𝑟𝑎 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑐𝑡𝑎𝑟 𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑠
 𝑥 𝜇𝐿 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑏𝑙𝑖𝑜𝑡𝑒𝑐𝑎 𝑚𝑒𝑡𝑎𝑔𝑒𝑛ó𝑚𝑖𝑐𝑎 

 
Para calcular el número de fagos existentes debe tomarse en cuenta aquellas placas donde el conteo 
de UFP se encuentre entre 30-300 en placas Petri de 100 mm. 
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6.12. Amplificación de la biblioteca metagenómica 

La cantidad obtenida de la biblioteca metagenómica, con el Kit ZAP Express de Agilent 

Technologies fue aproximadamente de 500 μL, por lo cual fue necesario realizar una amplificación 
para garantizar que el ADN genómico a analizar no sea limitante de posteriores análisis. 
 
El procedimiento de amplificación se realizó de igual forma que la titulación pero a mayor escala. 
La infección se realizó con un volumen aproximado de 250 μL de fagos en 600 μL de células E. coli 
XL1-Blue MRF´ a una D.O.600nm = 0.5 resuspendidas en una solución 10 mM de MgSO4. Se 
utilizaron 30 mL de agar suave NZY para sembrar las bacterias lisadas en la placa de agar NZY de 
300 mm x 300 mm. Se incubaron a 4 °C durante toda la noche. Al siguiente día, se agregaron 15 
mL de amortiguador SM y se dejó en agitación orbital a 4 °C durante 6 h (procurando que el 
amortiguador recolectara todos los fagos).  
 
Posteriormente, se recogió el amortiguador SM en un tubo falcón estéril de 50 mL, se enjuagó la 
placa con otros 5 mL de buffer SM y se agitó por 30 min más. Se adicionó cloroformo a una 
concentración final de 5 % (v/v). Se mezcló e incubó durante 15 min a temperatura ambiente. Se 
centrifugó a 500 × g durante 10 min. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo falcón estéril. 
Se repitió la adición de cloroformo a una concentración final de 5 % (v/v), incubación y 
centrifugación. Finalmente el sobrenadante recolectado se distribuyó en criotubos adicionando 1.5 
mL en cada uno. Se adicionó cloroformo a una concentración final de 0.3 % (v/v) para ser 
almacenados a 4 °C y DMSO a una concentración final 0.7 % (v/v) para almacenar a -80 °C. 
 

6.13. Búsqueda de actividades carboxilesterasa/lipasa  

La búsqueda de actividad CEH en el banco metagenómico de queso Cotija se realizó con el método 
de identificación funcional basado en la hidrólisis de α-naftil ésteres. Primero, se infectaron células 
hospederas con los fagos del banco metagenómico, de acuerdo al siguiente procedimiento: 
 

1. Se realizó un cultivo en 50 mL de medio LB con suplementos de la cepa E. coli XL1-Blue 
MRF´ a 37 °C hasta una D.O.600nm de 0.5.  

2. De acuerdo a la titulación de la biblioteca metagenómica, se calculó la dilución necesaria de 
la biblioteca para realizar infecciones que formaran entre 30 y 300 UFP por placa de medio 
NZY.  

3. Se tomaron 2 μL de la dilución adecuada y se infectaron 200 μL de células, se incubó a 37 
°C durante 15 min. 

4. Se calentó con anterioridad el agar NZY suave (con 1mM IPTG) hasta tenerlo líquido y se 
mantuvo en calentamiento a 56 °C. Se añadió la mezcla de infección al agar suave, se 
mezcló por inversión y se vació sobre cajas de Petri que contienen medio NZY sólido (con 
1 mM IPTG). 

5. Se dejó secar 10 min y posteriormente se incubó a 37 °C durante 12 h o hasta que se 
observó crecimiento microbiano y su lisis.  
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La busqueda de enzimas lipolíticas en el banco metagenómico de Queso Cotija se realizó con el 
método de identificación funcional basado en la hidrólisis de -naftil ésteres (Anexo 11.19). Cada 
uno de las UFP positivos detectados, fueron tomados de la caja Petri con ayuda de una pipeta 
Pasteur con bulbo y fueron depositados en un tubo Eppendorf de 1.5 mL con 500 μL de buffer SM 
y 1 gota de cloroformo (aproximadamente 2 μL). Los tubos fueron almacenados a 4 °C. 
 

6.14. Escisión del vector pBK-CMV 

La escisión in vivo es un paso de subclonación del ADN insertado en el fago λ para facilitar su 
manipulación en pasos subsecuentes. Para realizar este procedimiento es indispensable llevar a cabo 
una coinfección de células E. coli XL1-Blue con los fagos λ y M13 (fago ayudador), de esta 
manera, las proteínas del fago M13 realizan una replicación monocatenaria cuando reconoce el 
origen de replicación f1 en el ADN del fago λ. La molécula de ADNss  que se circulariza, contiene 
las secuencias del vector pBK-CMV y el inserto.  El fagémido es empaquetado en las partículas del 
fago M13 y excretado por la célula E. coli XL1-Blue.  En una segunda etapa, las células de E. coli 
XL1-Blue y el fago lambda son lisadas por calentamiento de la mezcla de reacción a 70 ˚C. El fago 
M13 que contiene el fagémido pBK-CMV no es afectado por la temperatura y es utilizado para 
infectar células E. coli XLOLR, que pueden ser plateado en medios selectivos para formar colonias 
y posteriormente ser reanalizadas. 

Una vez que se seleccionaron los fagos positivos, se almacenaron los trozos de agar que los 
contenían en buffer SM y cloroformo. Posteriormente, se realizó el protocolo para escindir la región 
del ADN del fago lambda recombinante, que será el vector de expresión recombinante en la bacteria 
E. coli XLOLR (Anexo11.20).  

6.15. Conservación de cepas 

Se realizó un cultivo de las cepas E. coli XLOLR y E. coli XL1-Blue MRF’ a partir de una colonia 
en medio LB con tetraciclina 12.5 µg/mL hasta una D.O. 600 nm de 0.5 a 0.8 a 37 ˚C a 250 rpm. En el 
caso de las clonas hidrolasa positivas se realizó un cultivo en medio LB con kan (50 µg/mL) a partir 
de una colonia hasta una D.O. 600 nm de 0.5 a 0.8 a 37 ˚C a 250 rpm. Posteriormente, las cepas fueron 
conservadas en glicerol al 25 % (v/v) y almacenadas a -70 ˚C. 

6.16. Aislamiento  del contenido intracelular y extracelular   

Se realizó un preinóculo de células E. coli XLOLR recombinantes en caldo LB con kan (50 µg/mL) 
a partir de una colonia a 37 ˚C a 100 rpm, durante toda la noche. Se inoculó un cultivo de 25 mL de 
caldo LB con kan (50 µg/mL) a 37 ˚C a 250 rpm hasta una D.O. 600nm = 0.9-1. La expresión de las 
proteínas se indujo con la adición de IPTG para lograr un concentración final de 0.4 mM y se 
incubó a 37 ˚C a 250 rpm, por 3 h. Se colectaron las células por centrifugación a 8000 x g durante 
15 min y posteriormente se realizaron dos lavados con buffer de fosfato de potasio 50 mM pH 7.5, a 
4 ˚C. El sobrenadante se almacenó en un tubo limpio y estéril. 

El paquete celular se resuspendió en buffer de lisis (1mM EDTA, 0.3 M NaCl, 10 % (v/v) glicerol, 
1 mg/mL de lisozima en buffer de fosfatos de potasio 50 mM pH 7.5) en un volumen equivalente al 
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10 % (v/v) del cultivo inicial y se incubó a 30 ˚C durante 20 min. Los extractos celulares de E. coli 
se sonicaron en hielo (3 veces por 2 min, potencia 4 y 5, 50 % “de salida”, en un sonicador 
Dismembrator F550, Fisher Scientific) (Peña M., 2009).  

6.17. Determinación de proteína por el método de Bradford 

En una microplaca se colocaron 160 µL de la muestra (en caso del blanco se utilizó buffer de 
fosfatos 50 mM) en pozos independientes, por duplicado, y 40 µL del reactivo de Bradford (Bio-

RadTM). Se homogenizó e incubó por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se 
determinaron las concentraciones en el espectrofotómetro para microplacas utilizando una curva 
patrón de ABS (Anexo 11.21). Para las muestras de extracto extracelular y contenido intracelular se 
realizaron diluciones de 1:1000 y 1:100 respectivamente con buffer de fosfatos 50 mM (Bradford 
M., 1976). 

6.18. Evaluación cualitativa de actividad enzimática en microplaca 

Se evaluó de manera cualitativa la actividad hidrolítica de cada clona en microplaca utilizando 
soluciones de α-naftil acetato como sustrato (solución A) y Fast Red como revelador (solución B). 
Se adicionaron 75 µL de solución de extracto extracelular o intracelular (se ajustó previamente la 
concentración de proteína de todas las muestras) y 75 µL de buffer de fosfatos 50 mM pH 7.5 como 
blanco del ensayo. A continuación se adicionó a cada pozo 75 µL de la solución A y se dejó incubar 
por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 75 µL de la solución B. El cambio 
de color de cada solución a color marrón está  relacionado con la actividad enzimática hidrolítica en 
los extractos proteínicos (Castro R., 2014). 

 Solución A: 3 mM α-naftil acetato, 10 % (v/v) acetona en 100 mM de amortiguador de 
fosfatos pH 7.5. 
 

 Solución B: 1 mM Fast Red TR, 0.1 % (v/v), tritón X-100 en 100 mM de amortiguador de 
fosfatos pH 7.5. 

6.19. Extracción de plásmido pBK-CMV de clonas positivas 

La recuperación de plásmido pBK-CMV recombinante se realizó con el Kit Gene JETTM Plasmid 
Miniprep a partir de 5 mL de cultivo de células E. coli XLOLR recombinantes en caldo LB con kan 
50 µg/mL a partir de una colonia hasta una D.O. 600 nm de 0.8 a 1 a 37 ˚C a 250 rpm.  

6.20. Diseño de cebadores para secuenciación del inserto de la clona I 

Los cebadores utilizados para la secuenciación de la clona I, fueron diseñados con ayuda de la 
herramienta PrimerQuest de IDT estableciendo una longitud óptima de 20 pb, una Tm de 62 ˚C  y 50 
% CG. Los cebadores fueron analizados y seleccionados con base en los criterios que arroja la 
herramienta Oligoanalyzer de IDT (PrimerQuest® program, IDT, 2012) (Tabla No. 11). 
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Tabla No. 11. Cebadores utilizados para la secuenciación completa del inserto de la clona I. 
Nombre cebador Secuencia Características 

T7 (Directo) 5´- GTAATACGACTCACTATAGGGC -3´ Tm = 56.1 ºC    GC %= 45.5 

T3 (Reverso) 5´- AATTAACCCTCACTAAAGGG  -3´ Tm = 56.3 ºC    GC %=40 

106F (Directo) 5´- GACAGCTCCTCTCAAATTTCCT  -3´ Tm = 62 ºC       GC %= 45.5 

106R (Reverso) 5´- TCCACCGAATGACTAAGGTTTC -3´ Tm =62 ºC        GC %= 45.5 

 

6.21. Amplificación del inserto de la clona I para secuenciación 

La amplificación del inserto de la clona I se utilizaron los cebadores universales T7/ T3 y la 
reacción se llevó a cabo en un termociclador Marca Techgene, Techne. En las Tabla No. 12 y 13 se 
muestran los componentes y las condiciones de la reacción, respectivamente.  

Tabla No. 12. Componentes de la reacción de PCR para amplificar el inserto de la clona I. Se utilizó Long PCR Mix 
(Thermo Scientific).  

Reactivo Concentración 
inicial 

Concentración 
final 

Volumen por 
reacción 

Agua - -  
Buffer Long PCR 
mix con 15 mM 
MgCl2 

10X 1X 2.5 μL 

Cebador T7 10 μM 0.5 μM 1.25 μL 
Cebador T3 10 μM 0.5 μM 1.25 μL 
dNTP´s 2 mM 0.2 mM 2.5 μL 
ADN - 150 ng totales  
Enzima Long PCR 
Mix 5U 1U 0.2 

Volumen final - - 25 μL 
 

Tabla No. 13. Condiciones del termociclador para la PCR para amplificar el inserto de la clona I. Se utilizó Long PCR 
Mix (Thermo Scientific). El tamaño de inserto fue aproximadamente de 6 kpb. 

Número de ciclos Temperatura Tiempo 

1 94 °C 3 min 

10 
94 °C 
51 °C 
68 °C 

20 s 
30 s 

4 min 

25 
94 °C 
51 °C 
68 °C 

20 s 
30 s 

4 min + 2 s 

1 68 °C 10 min 
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6.22. Secuenciación de insertos 

La secuenciación de los insertos se realizó directamente en plásmido mediante el servicio Primer 
Walking, Macrogen (Humanizing Genomics Macrogen, 2015). 

6.23. Análisis bioinformático 

Los ensambles de las secuencias nucleotídicas se realizaron con el programa MultAlin versión 
5.4.1, se utilizó la matriz blosum 62, una penalización de 12 por apertura de gap y 2 por extensión 
de gap (Corpet F., 1988). Los alineamientos pareados entre las secuencias de nucleótidos se 
realizaron con las herramientas EMBOSS-Water, utiliza una matriz blosum 62, una penalización de 
10 por apertura de gap y 0.5 por extensión de gap. También se utilizó EMBOSS-Needle utiliza una 
matriz blosum 62, una penalización de 10 por apertura de gap dentro y al final de cada secuencia y 
0.5 por extensión de gap dentro y al final de cada secuencia (Li W., et al., 2015). Los alineamientos 
múltiples se realizaron utilizando el programa CLC Genomics Workbench  7.6, se utilizó una 
penalización de 10 por apertura de gap y una penalización de 1 por extensión de gap (CLC bio, 
Aarhus, Dinamarca). Los marcos abiertos de lectura fueron identificados utilizando el programa 
GeneMark.hmm versión 3.25 con modelos heurísticos, se realizó la predicción de ORF en ambas 
hebras utilizando el código genético 11 (Besemer J., et al., 2005; Kong L., et al., 2007). Las 
secuencias de aminoácidos de las proteínas predichas fueron comparadas contra la base de datos no 
redundante (NR) BLASTp, con longitud mínima de ensamble de 100,  matriz blosum 62, 
penalización de 11 por apertura de gap y penalización de 1 por extensión de gap (Altschul S.F., et 

al., 1990). Simultáneamente, se alinearon las secuencias de nucleótidos de las clonas con la base de 
datos no redundante uniprotkb de UniProt, utilizando la matriz blosum 62 (The UniProt 
Consortium,  2015). Adicionalmente, se alinearon las secuencias predichas como ORF con la base 
de datos Pfam, para la anotación consensada de genes (Finn R., et al., 2014). Por otro lado, se 
buscaron motivos proteínicos dentro de los marcos abiertos de lectura para cada clona con la 
herramienta ProSite-ExPasy (De Castro E., et al., 2006). La predicción de la estructura secundaria 
de los marcos abiertos de lectura se realizó con el servidor Jpred 4-ExPasy (Drozdetskiy A., et al, 
2015). Las secuencias nucleotídicas fueron alineadas contra la base de datos no redundante (NR/nt) 
BLASTn con longitud mínima de ensamble de 100 y los parámetros estándar (Altschul S. F., et al., 
1990). 



Resultados y Discusión  
  

 

~ 39 ~ 
 

7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

7.1. Extracción de ADN metagenómico  

El ADN extraído con el kit Fast ID Genetic ID se visualizó en gel de agarosa ligeramente 
degradado (Figura No. 12 A). La pureza del ADN extraído de evaluó mediante una reacción de 
PCR, debido a que, la enzima ADN polimerasa es muy sensible a altas concentraciones de iones y 
contaminantes como fenol o cloroformo, entre otros. Por lo tanto, se realizó la amplificación de la 
región V3 del ADN ribosomal 16S para comprobar la calidad amplificable del material genético. El 
producto de PCR se visualizó en un gel de agarosa en el tamaño esperado (200 pb) (Figura No. 12 B 
carril 3).  

 

Figura No. 12. ADN metagenómico de la microbiota del queso Cotija extraído con el kit Fast ID Genetic ID. Panel A)  
MP- Marcador de tamaño molecular GeneRuler 1Kb Plus Thermo Scientific. 1- ADN metagenómico extraído con el kit 
Fast ID. Panel B) MP- Marcador de tamaño molecular GeneRuler 1Kb Plus Thermo Scientific. 2) Control negativo de la 
amplificación del gen ribosomal 16S a partir del ADN extraído. 3) Producto de PCR del gen ribosomal 16S a partir del 
ADN metagenómico extraído con el Kit Fast ID. 

La segunda metodología probada fue la extracción con PCI que utiliza lisozima y mutanolisina para 
la lisis celular. La integridad del ADN fue evaluada mediante una electroforesis en gel de agarosa y 
como puede observarse en la Figura No. 13 panel A, el ADN es de alto peso molecular y sin 
degradación. Posteriormente, el ADN obtenido se concentró y purificó con el kit QIAquick QIAgen. 
Adicionalmente, se realizó una reacción de PCR punto final de la región V3 del gen ribosomal 16S 
con el ADN antes y después de la purificación con el kit QIAquick QIAgen para determinar la 
calidad y pureza del ADN obtenido. Los amplicones fueron visualizado en gel de agarosa en el 
tamaño esperado (200 pb) (Figura No. 13 B). Sin embargo, la intensidad del amplicón se aprecia de 
manera tenue comparada contra una muestra de ADN extraído por la misma técnica con un paso 
adicional de purificación en columna (QIAquick- QIAgen).  
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A pesar de que esta metodología es ampliamente utilizada, es bien sabido que la purificación de 
ADN puede acarrear compuestos que inhiban (proteínas, detergentes, sales, agentes quelantes, 
etanol, solventes orgánicos como fenol o cloroformo, entre otros) reacciones posteriores. Sin 
embargo, el paso adicional de purificación en columna garantiza la eliminación de compuestos 
contaminantes del ADN. 

 

Figura No. 13. ADN metagenómico de la microbiota del queso Cotija extraído con PCI. Panel A)  MP- Marcador de 
tamaño molecular GeneRuler 1Kb Plus Thermo Scientific. 1- ADN metagenómico extraído por el método PCI.  Panel B) 
MP- Marcador de tamaño molecular O’ Range Ruler TM 50 pb DNA Ladder, Thermo Scientific.  2)  Producto de PCR del 
gen ribosomal 16S a partir del ADN metagenómico extraído. 3) Producto de PCR del gen ribosomal 16S a partir del ADN 
metagenómico extraído adicionando un paso de purificación del ADN por columna. C+) Control positivo de la reacción. 
C-) control negativo de la reacción. 

Además de la integridad y la calidad amplificable del ADN, otro criterio importante para la elección 
del método de extracción de ácidos nucleicos en estudios metagenómicos es el rendimiento del 
material obtenido. En la tabla No. 14 se presenta el resumen de estos datos y la comparación entre 
ambas metodologías. El ADN obtenido proveniente de 75 g de queso Cotija independientemente del 
protocolo utilizado. Sin embargo, el rendimiento expresado como porcentaje de mg de ADN/mg 
células extraídas del queso, es mayor cuando se utiliza la metodología con PCI-QIAquick. La 
diferencia de rendimientos posiblemente radica en que el método con PCI implica tratamientos 
enzimáticos más drásticos para la ruptura celular. Cabe mencionar, que Escobar-Zepeda propuso 
utilizar la acción conjunta de la lisozima y la mutanolisina para mejorar la representatividad de la 
diversidad microbiana (Escobar-Zepeda A., En revisión; Yuan S., et al., 2012). La concentración y 
el volumen de ADN obtenido por esta metodología son suficientes para las etapas posteriores.  
 
A pesar de que el kit Fast ID ha sido utilizado desde hace varios años en el grupo de trabajo y ha 
demostrado ser un protocolo que permite la extracción de ADN en cantidad y pureza suficiente para 
todo tipo de ensayos, la concentración de ADN extraído es 5 veces menor a la mínima requerida en 
los siguientes pasos de este proyecto. Esto implica un paso adicional de concentración donde puede 
perderse o degradarse el ADN metagenómico. La pureza de los ácidos nucleicos medida como la 
relación A260nm/A280nm es adecuada independientemente del método de extracción de ADN utilizado. 
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Con base en estos resultados, se infiere que el protocolo con PCI-QIAquick resultó más eficiente 
para la extracción del ADN metagenómico en este proyecto. Esto significa la superación de un paso 
fundamental en la elaboración de la biblioteca metagenómica. 
 
Tabla No. 14. Comparación de los datos de extracción de ADN metagenómico obtenidos por dos metodologías diferentes. 
Para ambas metodologías se usaron 75 g de Queso Cotija. 

Metodología empleada Kit Fast ID Extracción con PCI-
QIAquick 

Concentración de ADN (ng/μL) 30 200 
Volumen (μL) 540 250 
Relación A260nm/A280nm 2.1 2.06 
ADN total (μg) 16.61 50.47 
Rendimiento= 

(
mg ADN

mg de paquete celular
) 𝑥 100 

0.017 % 0.060 % 

7.2. Fragmentación del ADN 

El ADN metagenómico purificado con PCI-QIAquick, se sometió a ensayos de digestión 

enzimática para generar fragmentos de longitud entre 5-12 kpb que tuvieran sitios de 

reconocimiento compatibles con el vector ZAP Express para su posterior ligación. Se utilizaron las 

enzimas Sau3AI y BamHI (Promega) a diversas condiciones de tiempo de digestión y 

concentración de enzima.  

 

Las condiciones probadas y el resumen de resultados con la enzima Sau3AI se presenta en la Tabla 

No. 15. Las digestiones realizadas con 0.1, 0.2 y 0.3 U en 20 μL de reacción durante 30 min, 

resultaron en digestiones excesivas debido a que se obtienen fragmentos menores a 5 kpb (Figura 

No. 15 Panel A, carril 1, 2 y 3). Con base en estos resultados se probaron concentraciones de 

enzima y tiempo menores, entre ellos, 0.1 U y 0.01 U en un intervalo de 10 a 30 min. La reacción 

que se llevó a cabo con 0.1 U resultó en un patrón de fragmentación donde la mayor población de 

fragmentos se observan entre 700 – 5,000 pb (Figura No. 14 Panel B, carril 4 y 5). Por otra parte, el 

uso de 0.01 U de enzima es insuficiente para hidrolizar el ADN metagenómico (Figura No. 14 Panel 

B, carril 6 y 7). Las digestiones realizadas con 0.015 y 0.020 U generaron baja concentración de 

fragmentos en la zona de interés (Figura No. 14 Panel C, carril 8 y 9). A pesar de trabajar con 

concentraciones tan bajas de enzima Sau3AI, no se lograron optimizar las condiciones de digestión 

para obtener buenos rendimientos de ADN digerido en la zona de 5-12 kpb, por lo que se probó con 

la enzima BamHI. 
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Tabla No. 15. Resumen de condiciones de ensayos enzimáticos llevados a cabo con la enzima Sau3AI. *Se utilizaron 400 
ng de ADN, 0.1 mg/mL ABS, Buffer MULTI CORETM 1X. Las reacciones se inactivaron a 65 °C por 15 min. 

Digestión realizadas con enzima Sau3AI* 
Unidades de 

enzima en 20 μL 
de reacción. 

Tiempo de digestión a  
37 °C (min). Resultado 

0.1, 0.15, 0.2, 0.3 30 
No se observa diferencia entre las 

condiciones. 
Fragmentación excesiva 

0.1 10,15, 20 

No se observa diferencia entre las 
condiciones y la fragmentación fue excesiva. 
Se obtienen fragmentos de longitud menor a 

5 kpb. 

0.01 20, 30 

Se observa una banda intensa de ADN 
metagenómico. 

Baja cantidad de ADN en la región de 
interés. 

Sin diferencia entre las condiciones. 
0.05 30 Digestión excesiva 

0.015, 0.020 30 No permiten obtener buenos rendimientos de 
ADN en la zona de interés. 
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Figura No. 14. Electroforesis de las condiciones de digestión de ADN metagenómico con la enzima Sau3AI. MP) 
Marcador de tamaño molecular GeneRuler 1 Kb Plus Thermo Scientific. B) Blanco de reacción. Agarosa 0.7 % (p/v), 
buffer TAE, 90 V, 40 min. 

Algunas de las condiciones probadas y los perfiles de digestión con la enzima BamHI se muestran 
en la Tabla No.16 y en la Figura No. 15, respectivamente. 
 
Tabla No. 16. Resumen de condiciones de ensayos enzimáticos llevados a cabo con la enzima BamHI.  *Se utilizaron 400 
ng de ADN, 0.1 mg/mL ABS, Buffer MULTI CORETM 1X. Las reacciones se inactivaron a 65 °C por 15 min. 

Digestión realizadas con enzima BamHI 

Unidades de enzima en 20 μL de 
reacción. 

Tiempo de digestión a  

37 °C (min). 
Resultado 

2U 40, 60  Excesiva 

3U 30, 40,60  Excesiva 

2U 15, 30  Población de fragmentos en 5 kpb. 

3U 10, 20  
Población de fragmentos mayor a 

5 kpb. 

 

 
Figura No. 15. Digestiones realizadas con la enzima BamHI. Panel A- Electroforesis de digestiones con BamHI. Panel B-
Imagen 3D de las digestiones con BamHI, Image Lab 3.0. MP) Marcador de tamaño molecular GeneRuler 1Kb Plus 
Thermo Scientific. BR) Blanco de reacción. 1) Digestión realizada con 2 U de BamHI durante 15 min. 2) Digestión 
realizada con 2 U de BamHI durante 30 min. 3) Digestión realizada con 3 U de BamHI durante 10 min. 4) Digestión 
realizada con 3 U de BamHI durante 20 min. Gel de agarosa estándar 0.7 % (p/v), buffer TAE, 90 V, 40 min. 

 

A partir de la electroforesis mostrada en la Figura No 15 panel A, se realizó un análisis 
densitométrico con el programa Image Lab 3.0 para poder elegir la condición de digestión más 
adecuada. El análisis consistió en cuantificar la intensidad de cada carril en dos regiones: de 12 kpb-
5 kpb y de 5 kpb-3 kpb. Los resultados mostraron que al utilizar 3 U de BamHI (Figura No 15 carril 
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3 y 4) se genera mayor cantidad de fragmentos superiores a 5 kpb en comparación con el uso de 2 U 
(Figura No 15 carril 1 y 2). Por otra parte, cuando la digestión dura 20 min/ 3 U se genera mayor 
cantidad de fragmentos mayores a 5 kpb comparada con la digestión durante 10 min/ 3 U (Figura 
No. 15, Panel B). Por esta razón, se estableció que la condición apropiada para fragmentar 400 ng 
de ADN es utilizando 3 U de enzima BamHI durante 20 min a 37 °C. Las condiciones de digestión 
finales se muestran en la Tabla No. 17. 

 
Tabla No. 17. Condiciones finales de digestión del ADN metagenómico. 

Reactivo Concentración 
inicial del reactivo 

Concentración 
final del reactivo 

Volumen 
adicionado al 

BLANCO (μL) 

Volumen 
adicionado a la 

reacción con 3 U 
BamHI 

Agua grado 
biología molecular - - c.b.p. 20 µL c.b.p. 20 µL 

Buffer de enzima 
MULTI-CORETM 10 X 1 X 2 2 

ABS 1 mg/mL (10X) 0.1mg/mL(1X) 2 2 

ADN  (400 ng totales) - c.b.p. 400 ng 

Enzima (BamHI) 1 U/μL 0.15 U/μL - 3 

Volumen total - - 20 20 

 

7.3. Purificación de fragmentos   

Una vez optimizadas las condiciones de digestión del ADN metagenómico, se probaron 4 
metodologías diferentes para purificar los fragmentos de 5 a 12 kpb, provenientes de 16 µg de ADN 
metagenómico digerido. El objetivo fue conseguir ADN fragmentado en cantidad y calidad 
suficiente para ser ligado con el vector. Las especificaciones del vector ZAP Express indica que se 
requiere un volumen máximo de 2.5 μL de ADN de concentración adecuada para cumplir la 
relación molar deseada entre el ADN inserto y el vector. Para este sistema se recomienda probar 
relaciones molares (inserto: vector) desde 0.25:1 a 8:1 (Sambrook J., et al., 2001). Las metodologías 
evaluadas fueron (Tabla No. 18):  
 

 Protocolo del Kit High Pure PCR Product Purification Roche. 

 Protocolo del kit ZymocleanTM Gel DNA Recovery Zymoreserch. 

 Protocolo que utiliza tierra de diatomeas. 

 Protocolo de QIAEX II QIAgen/ DNA clean & concentrator BIOSIS. 

 
El kit High Pure PCR Product Purification Roche permite la purificación de fragmentos de ADN 
mayores a 100 pb, sin embargo, no menciona la máxima longitud de ADN que puede recolectar. De 
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acuerdo a los resultados obtenidos, concluimos que el rendimiento de purificación de fragmentos de 
alto peso molecular fue muy bajo. Los fragmentos de ADN purificados se recuperan sin ser 
degradados en el proceso. Sin embargo, no tiene la pureza necesaria, ni la cantidad suficiente 
(nanogramos totales) para realizar la reacción de ligación (Figura No. 16. carril 1). 
 
El kit ZymocleanTM Gel DNA Recovery Zymoresearch  posee una columna de purificación de ADN 
con un diámetro de 2.0 mm permitiendo eluir el ADN en un volumen ≥ 6μL de agua, cabe 
mencionar, que el kit ofrece un porcentaje de recuperación del 50 %-70 % para fragmentos de ADN 
entre 11-23 kpb. Experimentalmente, se lograron obtener 8 μL de fragmentos de ADN con una 
concentración de 45 ng/μL aproximadamente y fueron visualizados en gel de agarosa. En la Figura 
No. 16. carril 2 puede observarse que los fragmentos no se encuentran en el rango de tamaños 
moleculares deseados, por lo que esta metodología no resultó viable para el proyecto. 
 
 
Tabla No. 18. Resumen de resultados obtenidos al purificar fragmentos de ADN a partir de agarosa con diferentes 
metodologías. 

No 
gel. Método utilizado Concentración 

(ng/μL) 

Relación 
A 

260nm
/A 

280nm
 

Cantidad 
(μL) Observaciones 

1 High Pure PCR Product 
Purification Roche 18.0 1.29 9 No puede concentrase 

2 Zymoclean
TM

 
Zymoreserch 

45 1.9 8 Degradado 

3 Tierra de diatomeas 93.45 6.57 30 Contaminado 

4 QIAEX II QIAgen 44.81 1.6 8 Contaminado con 
sales/sílice. 

5 
QIAEX II QIAgen/ DNA 
Clean & Concentrator-5 

BIOSIS. 
213.78 1.98 7 

 Adecuado 

 

La tercera opción probada utiliza tierra de diatomeas como una matriz de unión de ácidos nucleicos. 
Se ha reportado que la tierra de diatomeas está recubierta con un compuesto gelatinoso que resulta 
inhibitorio en reacciones de PCR, secuenciación, clonación, etc. (Kim K-S., et al, 1996; Tanaka J., 
et al., 2002), por lo que se realizó un blanco de agua a la par de la reacción de purificación y al final 
del proceso se midió la cantidad de ADN tanto en el blanco como en la muestra por absorbancia a 
260 nm. Los resultados mostraron que el agua recuperada tenía una concentración de 28.83 ng/μL, 
lo que pone de manifiesto la posible contaminación del ADN purificado. Los fragmentos de ADN 
se recuperaron en un volumen aproximado de 30 μL con una concentración de 93.45 ng/μL y una 
relación de A260nm/A280nm de 6.58, lo que era de esperarse. Pese a la relación A260nm/A280nm, el 
rendimiento alcanzado es bastante favorable y pudo visualizarse en una electroforesis en el rango de 
tamaños deseados (Figura No. 16. carril 3). Dado que, eliminar la contaminación existente en los 
fragmentos recuperados implica pérdida de ADN, esta metodología tampoco resultó una opción 
viable. 
 

https://www.jstage.jst.go.jp/AF06S010ShsiKskGmnHyj?chshnmHkwtsh=Junichi+Tanaka


Resultados y Discusión  
  

 

~ 46 ~ 
 

La cuarta opción probada fue el kit QIAEX II QIAgen que permite recuperar fragmentos de hasta 50 
kpb en un volumen aproximado de 18 μL con una eficiencia del 70 %. Los resultados logrados 
después de concentrar fueron 8 μL de concentración 44.81 ng/μL. Además, los fragmentos se 
visualizaron en gel de agarosa de manera intensa en los tamaños esperados (Figura No. 16, carril 4). 
Sin embargo, la solución de ADN tiene una apariencia amarillenta y viscosa, esto puede deberse a 
que contenga sales y colorantes de los buffer así como sílice. Todos estos componentes pueden 
interferir en reacción posteriores. Por lo que a esta metodología se agregó un paso de purificación y 
concentración con el kit DNA Clean & concentrator- 5 BIOSIS (Figura No. 16, carril 5). De esta 
manera, se lograron obtener 7 μL de fragmentos de ADN de concentración 213 ng/μL y una 
relación A260nm/A280nm de 1.98. Los fragmentos fueron observados como un barrido intenso de ADN 
desde 10 kpb hasta 1.5 kpb.  
 

 
Figura No. 16. Fragmentos de ADN purificados. MP) Marcador de tamaño molecular GeneRuler 1 kpb Plus Thermo 
Scientific. 1) ADN purificado con kit High Pure PCR Product Purification Roche. 2) ADN purificado con kit 
ZymocleanTM Gel DNA Recovery Zymoreserch. 3) ADN purificado con tierra de diatomeas. 4) ADN purificado con el kit 
QIAEX II de QIAgen. 5) ADN purificado con el kit QIAEX II de QIAgen/ DNA Clean & concentrator-5 BIOSIS. Agarosa 
1 % (p/v), Buffer TAE, 90 V, 40 min. 

 
En resumen, el uso conjunto del kit QIAEX II QIAgen y el kit DNA Clean & Concentrator-5 
BIOSIS posibilitaron la purificación de fragmentos de alto peso molecular en cantidad y 
concentración adecuada para la reacción de ligación con el vector ZAP Express. 

7.4. Elaboración de la biblioteca metagenómica  

Como se mencionó anteriormente, la relación molar inserto: vector sugerida en reacciones de 
ligación con el bacteriófago λ varían desde 0.25:1 hasta 8:1 (inserto: vector) (Sambrook J., et al., 
2001). Esta relación molar impacta directamente en el número de recombinantes resultantes. La 
relación molar aproximada para esta biblioteca metagenómica fue de 3.4:1 (inserto: vector) 
considerando un tamaño promedio de inserto de 6 kpb. Esto representaba una alta probabilidad de 
ligación entre el vector y los fragmentos generados. 
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𝑛𝑔 𝐴𝐷𝑁 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 =
(𝑇𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 𝑘𝑝𝑏)(𝑛𝑔 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟)

(𝑇𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑝𝑏)

(𝑐𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑  𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜)

(𝑐𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟)
 

𝐷𝑜𝑛𝑑𝑒:      
𝑐𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜

𝑐𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟
= 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑚𝑜𝑙𝑎𝑟 

𝒓𝒆𝒍𝒂𝒄𝒊ó𝒏 𝒎𝒐𝒍𝒂𝒓 =  
(530 𝑛𝑔 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜)(38.9 𝑘𝑏𝑝)

(1000 𝑛𝑔 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟)(6 𝑘𝑏𝑝)
=

𝟑. 𝟒

𝟏
 

 

Los productos de la amplificación fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa 

estándar. Los amplicones generados se aprecian como un barrido desde los 20 kpb hasta 500 pb 

(Figura No.17). Con base en estos resultados podemos inferir que los fragmentos generados del 

ADN metagenómico del queso Cotija se ligaron con el vector ZAP Express con éxito. 

 

Figura No. 17. Electroforesis del producto de amplificación de Lig-PCR. MP- Marcador de tamaño molecular GeneRuler 
1 kb Plus Thermo Scientific. 1) Producto de Lig- PCR. B) Blanco de reacción. Agarosa 0.7 % (p/v), 90 V, 40 min. 

7.5. Titulación de la biblioteca metagenómica 

La titulación se realiza con el objetivo de cuantificar el número de clonas obtenidos por mililitro de 

la biblioteca metagenómica. En el caso de los virus bacterianos líticos, la titulación se realiza 

asumiendo que cada unidad infectiva es capaz de producir una placa de lisis sobre un césped 

bacteriano, lo que es cierto para bajas multiplicidades de infección. Por tanto, al determinar el 

número de UFP producidas al infectar varias diluciones de la biblioteca metagenómica, se puede 
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calcular el número de unidades infectivas existentes por cada mL. Por consiguiente, se realizó la 

titulación por duplicado de la biblioteca metagenómica recién construida y los resultados se 

muestran a continuación (Tabla No. 19):  

 
Tabla No. 19. Titulación de la biblioteca metagenómica generada. Resultados de la infección de 200 μL de células con 2 
μL de cada dilución de la biblioteca metagenómica de Queso Cotija.  

      Dilución  

Serie 
10-2 10-3 10-4 10-5 Control - 

Serie 1 45 UFP 9 UFP 1 UFP 0 UFP 
Tapete de 

células 

Serie 2 65 UFP 5 UFP 1 UFP 0 UFP Tapete de 
células 

 

La biblioteca metagenómica del queso Cotija generada tiene 136 950 clonas con un título de 275 
UFP/µL (Anexo 11.22). El banco metagenómico representa 0.821 Gpb de metagenoma si 
consideramos que el tamaño promedio de los fragmentos clonados fue de 6 kpb. El tamaño 
promedio de los fragmentos fue calculado tomando en cuenta fragmentos desde 700 pb -12 kpb con 
base en la electroforesis de la reacción de ligación (Figura No.17). 
Considerando que el tamaño de los genes reportados codificante para enzimas esterasas carboxílicas 
tiene un tamaño entre 700 - 2500 pb, es probable que los insertos clonados contengan un gen 
completo (Henne, A., et al., 2000; Ranjan R., et al., 2005; Yun-Jung K., et al., 2006.; Roh C. y 
Villatte F., 2008; Wu C. y Sun B., 2009; Zhang T., et al., 2009; Jiang X., et al., 2012; Khan M., et 

al, 2013). 
 
Por otro lado, el tamaño de la biblioteca metagenómica obtenida es comparable con las reportadas 
tanto para el mismo sistema de clonación como para otros sistemas como plásmidos y fósmidos, 
que van desde los 350 Mpb - 1.1 Gpb (Tabla No. 20).  

7.6. Amplificación de la biblioteca metagenómica  

 La biblioteca obtenida fue amplificada para aumentar la probabilidad de encontrar las enzimas de 
interés, así como, para conservarla y que sirva como punto de partida de otras investigaciones. La 
biblioteca metagenómica se amplificó a un título de 2.21 x 105 UFP/µL de biblioteca y un volumen 
final de 20.5 mL que fue almacenado a -70 ºC en criotubos de 1.5 mL.  

 

http://www-scopus-com.pbidi.unam.mx:8080/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=35212776400&zone=
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Tabla No. 20. Bibliotecas metagenómicas construidas con diferentes vectores. 

Muestra ambiental Tipo de vector 
Tamaño 

de 
insertos 

Tamaño de 
biblioteca Referencia 

Rumen bovino 
Fago λ 

ZAP Express 
vector 

0-12 kb 1100 Mb Ferrer M., et al., 2005 

Pozol 
Fago λ 

ZAP Express 
vector 

5-6 kb 112 Mb Peña García G. C., 2011 

Suelo del desierto 
antártico Fósmido 30 kb 300 Mb Heath, C., et al., 2009 

Agua de río Fósmidos 
pCC1FOS 25-45 kb 714 Mb Ouyang L-M., et al., 2013 

Suelo Plásmido 
pUC19 2.5 kb 48.75 Mb Ouyang L-M., et al., 2013 

Suelo Plásmido 
pJAZZ 1-3 kb 6 Mb Khan M., et al., 2013 

Sedimentos de aguas 
profundas del 
océano pacífico 

Fósmido 
pCC2FOS 36 kb  720 Mb Jiang X., et al., 2012 

Queso Cotija 
”Región de origen” 

Fago λ 
ZAP Express 

vector 

0.7 -12 
kpb 821 Mb En este trabajo 

 

7.7. Búsqueda de actividad esterasa en la biblioteca metagenómica 

Para poder iniciar la búsqueda de clonas positivas en la biblioteca metagenómica, se validó la 
técnica mediante controles. Como control positivo se utilizó una cepa recombinante de E. coli que 
posee una enzima con actividad esterasa proveniente de Bacillus pumilus GMA1 (cepa E. coli 

pETYkuU 11), como control negativo se utilizó la cepa de E. coli XL1-Blue (Figura No. 18). La 
cepa control positivo se torna notablemente mucho más oscura que la cepa control negativo al 
reaccionar con el sustrato durante el mismo tiempo, esto significa que la técnica de búsqueda es 
óptima. 

 
Figura No. 18. Controles de búsqueda de CEH en la biblioteca metagenómica. A. Control negativo con E. coli XL1-Blue. 
B. Control positivo con E. coli pETYkuU 11 (Cepa recombinante con actividad esterasa proveniente de Bacillus pumilus 
GMA1). Reacción realizada con α-naftil acetato y Fast blue RR. 
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Posteriormente, se inició la búsqueda de enzimas CEH en el banco metagenómico. Se analizaron 
aproximadamente 115 000 fagos de la biblioteca metagenómica de los cuales 13 UFP se revelaron 
como fagos presuntamente positivos (Figura No. 19, Panel A).  
El número de clonas analizadas es relativamente alto comparado con algunas bibliotecas 
metagenómicas en plásmido y otros sistemas de expresión (Tabla No. 21), esto puede deberse a la 
excesiva amplificación que se realizó de las clonas. Durante la etapa de amplificación cada una de 
las clonas obtenidas se replica para aumentar la cantidad de cada una de ellas, esto puede aumentar 
la probabilidad de encontrar el gen de interés durante la búsqueda funcional o por el contrario, 
puede reducir la tasa de éxito de encontrar al gen diana. 
 
Tabla No. 21. Relación de clonas positivas encontradas y las clonas analizadas en una biblioteca metagenómica. 
(*Enzimas lipolíticas putativas y/o que presuntivamente pertenecen a bacterias no cultivables).  

 

Muestra 
ambiental Tipo de vector Método de 

identificación 

Clonas 
positivas/clonas 

analizadas 
Referencia 

Rumen bovino 
Fago λ 

ZAP Express 
vector 

Fast Blue RR 
-naftil acetato 

 
12/14 000 Ferrer M., et al., 

2005 

Suelos de playas, 
pisos, bosques 

Fósmidos 
pCC1FOS 

Fast Blue RR 
-naftil acetato 

(Escherichia coli) 

5*/60 000 
 
 

*(1) 

Kim Y., et al., 2006 

Fuente termal Plásmido 
pZErO-2 

Agar con tributirina 
y trioleína + 
rodamina B 

2/36 000 Tirawongsaroj P., et 

al., 2008 

Lodos activados Plásmido Agar con tributirina 1/100 000 Roh C. y Villatte F., 
2008 

suelo del desierto 
antártico Fósmido Agar con tributirina 1/10 000 Heath C., et al., 2009 

Lodos activados Fósmido Agar con tributirina 1/100 000 Zhang, T., et al., 
2009 

Agua de río Fósmidos 
pCC1FOS Agar con tributirina 

6*/20 400 
 

*(1) 

Ouyang L-M., et 

al., 2013 

Suelo Plásmido 
pUC19 Agar con tributirina 1/19 500 Ouyang L-M., et 

al., 2013 

Suelo Plásmido 
pJAZZ 

Agar con rojo fenol 
y aceite de oliva 

Agar con rodamina y 
aceite de oliva 

2*/2000 Khan M., et al., 2013 

Sedimentos de 
aguas profundas 
del océano pacífico 

Fósmido 
pCC2FOS Agar con tributirina 

9*/20 000 
 
 
 

*(8) 

Jiang X., et al., 2012 

Prado cerca de 
Northeim, un 
campo de 
remolacha 
azucarera 
(Alemania) y el 
valle del río 
Niemen. 

Plásmido 
pBluescript SK(+) Agar con trioleína 1/730,000 Henne A., et al., 

2000 

Plásmido 
pBluescript SK(+) Agar con tributirina 3/280 000 Henne A., et al., 

2000 
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La siguiente etapa fue realizar la escisión in vitro del vector pBK-CMV que contiene el fragmento 
de ADN metagenómico que codifica para alguna enzima con la capacidad de hidrolizar α-naftil 
acetato. La escisión in vivo es un paso de subclonación del ADN insertado en el fago λ y generar un 
fagémido pBK-CMV, para facilitar su manipulación en pasos subsecuentes. La escisión es necesaria 
para la expresión en la bacteria E. coli XLOLR de los genes contenidos en los fragmentos del 
metagenoma. Por lo tanto, después de la escisión del vector y de la transducción de E. coli XLOLR, 
cada clona fue sembrada en placas de agar LB + tributirina (1 % v/v) + IPTG (0.4 mM) + kan (50 
µg/mL) y se incubaron a 37 ºC por 7 días. Pasado este tiempo algunas de las colonias sembradas 
presentaron un halo claro alrededor que representa la hidrólisis de la tributirina del medio de cultivo 
(Figura No. 19, Panel B). Esas clonas se resembraron en placas de agar con la misma composición y 
bajo las mismas condiciones para ratificar que tenían la capacidad de hidrolizar ácidos grasos 
(Figura No. 19, Panel C). Todas las colonias aisladas volvieron a hidrolizar la tributirina del medio 
esto quiere decir que las clonas seleccionadas mantienen la actividad hidrolítica. Las clonas aisladas 
fueron nombradas por letra como (Hidrolasa de la Biblioteca Metagenómica del queso Cotija): 
HBMqC-A, HBMqC-B, HBMqC-C, HBMqC-D, HBMqC-E, HBMqC-F, HBMqC-G, HBMqC-H, 
HBMqC-I, HBMqC-J, HBMqC-K, HBMqC-L, HBMqC-M. 
 

 
Figura No. 19. Búsqueda de UFP CEH positivas y confirmación. A. Ejemplo de placas de infección con -naftil acetato y 
Fast Blue RR para búsqueda de enzimas CEH. B Confirmación de clonas en medio LB + tributirina (1 % (v/v)) + IPTG 
(0.4 mM) + kan (50 µg/mL) incubadas a 37 ºC por 7 días. C. Reconfirmación de clonas seleccionadas bajo las mismas 
condiciones. 

7.8. Evaluación cualitativa de la actividad enzimática en microplaca 

Se estimó de manera cualitativa la actividad hidrolítica tanto del contenido intracelular como del 
extracto extracelular de cada clona en microplaca. Se utilizó como sustrato acetato de α-naftilo y 
como revelador Fast Red. Durante el ensayo se utilizaron las cepas E. coli XL1-Blue y E. coli 
XLOLR como controles negativos. Los resultados muestran que la actividad enzimática se 
encuentra en el contenido intracelular, esto era de esperarse ya que el plásmido no cuenta con 
señales para la excreción de proteínas (Figura No. 20). El hecho de que la actividad hidrolítica se 
presente intracelularmente explica que los halos de hidrólisis observados en las placas de agar LB + 
tributirina sean pequeños. Quizás, la actividad observada en ese ensayo sea el resultado de una 
ligera permeación de las proteínas expresadas intracelularmente. 
 
Al comparar los resultados de la actividad de los contenidos intracelulares se observa que hay 
diferencia en el nivel de actividad de las clonas. Las clonas A, C, F, G, H e I tienen actividad 
sobresaliente respecto a las otras clonas (extractos observados con un color marrón intenso).  
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Figura No. 20. Actividad hidrolítica intra y extracelular evaluada con acetato de α-naftilo y Fast red. Todas las muestras 
fueron ajustadas a la misma concentración de proteína, los ensayos se realizaron por duplicado, el tiempo de reacción fue 
de 15 min. Blanco. Buffer de fosfatos 50 mM. C1-. Control negativo E. coli XLOLR. C2-. Control negativo E. coli XL1-
Blue. A-M. Identificador de la clona evaluada. 

7.9. Secuenciación de insertos  

Se secuenciaron los insertos de las clonas A, C, F, G, H e I que fueron las que presentaron actividad 
hidrolítica sobresaliente en el ensayo cualitativo en microplaca. Para esto, se realizó la extracción y 
purificación del plásmido pBK-CVM recombinante de cada clona y se obtuvo la secuencia de 
nucleótidos por el servicio Primer Walking, Macrogen (Humanizing Genomics Macrogen, 2015). 
Para corroborar los resultados del servicio, la clona I fue secuenciada en el laboratorio a la par con 
diseño de cebadores y secuenciaciones hasta completar el 100 % del fragmento de ADN insertado 
en el vector. El ensamble de secuencias se realizó mediante alineamientos de los contigs. Las 
secuencias obtenidas están disponibles en el laboratorio 312, Facultad de Química, UNAM. En el 
anexo 11.23 se muestra un electroferograma como evidencia de la calidad de la secuenciación.  

La secuencia recibida del servicio de secuenciación Primer Walking para la clona I y la obtenida y 
ensamblada con diseño de cebadores, no presentan diferencias (Anexo 11.24). Sin embargo, al 
realizar los ensambles de los contigs recibidos para cada clona y compararlos con la secuencia 
completas entregadas por Macrogen, en la secuencia HBMqC-H se encontró la inserción de una 
guanina entre la base 1883 y 1884. Esta inserción está contenida en una secuencia codificante, no 
obstante, al realizar la anotación de los distintos ORF predichos con la inserción y sin ella, no hubo 
diferencias. 

Se realizaron alineamientos pareados tanto globales como locales para corroborar que todas las 
secuencias en estudio fueran diferentes o no se encontraran incluidas en otra secuencia. Los 
alineamientos realizados indicaron con base en los porcentajes de identidad y similitud, que los 
fragmentos de ADN insertados en el plásmido pBK-CMV son diferentes entre sí (Anexo 11.25).  

Las secuencias insertadas en las clonas seleccionadas tienen un tamaño de 2704 pb hasta 6123 pb, 
esto coincide con el barrido de tamaños moleculares observados en la electroforesis del PCR control 
de la reacción de ligación. El tamaño de los insertos es suficiente para contener marcos de lectura 
cortos, genes que codifican para proteínas de dominio único, genes que codifican para proteínas 
multidominio y operones cortos (Wooley J. C., et al, 2010). 
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En cada secuencia se realizó la predicción de marcos abiertos de lectura (ORF), en la Tabla No. 22 
se muestra un resumen de las características de los ORF predichos de cada clona. 

Tabla No. 22. Marcos abiertos de lectura predichos en las secuencias de las clonas aisladas. 

Clona ORF predicho 
(pb) Longitud en aa Marco de lectura 

HBMqC-A 

A1:1-1107 368 +1 
A2: 1153-1689 178 +1 
A3: 1738-2538 266 -1 
A4: 252-2677 41 -1 

HBMqC-C 

C1:2-499 165 +1 
C2:667-993 108 -1 
C3:1012-1311 99 -1 
C4:1404-2324 306 +1 
C5:2763-3188 141 -1 
C6:4017-4382 121 +1 
C7:4583-5800 405 +1 

HBMqC-F 

F1:3-239 78 +1 
F2:474-1037 187 +1 
F3:1167-1610 147 +1 
F4:1880-2314 144 +1 
F5:2809-3102 97 +1 
F6:3255-3917 221 +1 

HBMqC-G 

G1:1-252 83 +1 
G2: 342-1340 332 -1 
G3:1343-2374 343 -1 
G4:2379-2585 68 -1 

HBMqC-H 

H1:1-495 165 -1 
H2:680-1972 430 +1 
H3:2064-2987 307 +1 
H4:3469-3624 51 -1 

HBMqC-I I1: 1900-2136 78 -1 
Se marca con color gris los ORFs seleccionados como los más probables. 

Por otra parte, los ORF fueron alineados contra la base de datos no redundante del NCBI mediante 
el programa BLASTp. Adicionalmente, se buscaron motivos proteínicos en cada ORF con el 
programa ProSite y se alinearon contra la base de datos Lipase Engineering. Para poder hacer la 
anotación y predicción funcional consensada de cada gen, se realizaron los alineamientos de las 
secuencias nucleotídicas en la base de datos UniProt. Se tomaron en cuenta los resultados más 
significativos con base en los parámetros: porcentaje de cobertura, porcentaje de identidad y valor 
de expectativa. Los resultados de los ORF más significativos predichos para cada clona y sus 
respectivas anotaciones se presentan en la Tabla No. 23. 

Los ORF A1 y A3 codificados en la clona HBMqC-A y el C4 contenido en la clona HBMqC-C 
alinearon en las bases de datos para enzimas del tipo oxidorreductasas. Las oxidorreductasas son 
enzimas que catalizan la transferencia de electrones de una molécula (el oxidante) a otra molécula 
(el reductor) y pueden clasificarse de manera muy resumida en oxidasas, peroxidasas, hidroxilasas, 
oxigenasas, reductasas y deshidrogenasas (NC-IUBMB, 2015).  
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Tabla No. 23. Anotación de marcos de lectura abiertos (ORF) predichos en las clonas hidrolasa positivos aislados de la biblioteca metagenómica del queso Cotija. Para cada ORF 
predicho se asignó un nombre (letra de la clona-número).  

Clona/ 
tamaño de 

inserto 

ORF predicho 
(pb) 

Longitud 
de la 

proteína 

Valor 
esperado 

(e) 

Porcentaje 
de 

identidad 
(aa) 

Porcentaje 
de 

cobertura 
(aa) 

Proteína con la que presenta 
mayor similitud 

Organismo de 
procedencia 

probable 
Comentarios 

HBMqC-A 
2820 pb 
67% GC 

A1:1-1107 
(directa) 

368 aa 0.0 99 % 100 % Reductasa, ferredoxina Propionibacterium 
acidipropionici 

 

Motivo –Ala-Xaa1-Ser-
Xaa2-Gly- lipasas de 

Gram+, LED. 
A3: 2538- 1738 

(reversa) 
266 aa 0.0 99 % 100 % Oxidorreductasa, 

Deshidrogenasa de cadena 
corta 

Propionibacterium 

acidipropionici 
 

LED 

HBMqC-C 
6123 pb 
65% GC 

C4: 1404-2324 
(directa) 

306 aa 1e-149 73 % 100 % Oxidorreductasa putativa  Bifidobacterium 

psychraerophilum 
LED 

C5: 3188-2763 
(reversa) 

141 aa 2e-78 88 % 97 % Proteína hipotética Propionibacterium 

acidipropionici 
 

- 

C7: 4583-5800 
(directa) 

405 aa 0.0 100 % 100 % Proteína de la familia de la 
integrasa 

Propionibacterium 
acidipropionici 

 

- 

HBMqC-F 
4037 pb 
65% GC 

*F5: 2809-3102 
(directa) 

97 aa 2e-17 52 % 98 % Proteína hipotética Corynebacterium 

variabile 

- 

 F6: 3255-3917 
(directa) 

221 aa 1e-81 82 % 76 % Trasportador de hierro tipo 
ABC 

Corynebacterium 

glyciniphilum 

Motivo –Gly-Xaa1-Ser-
Xaa2-Gly- 

HBMqC-G 
2704 pb 
68% GC 

G2: 1340-342 
(reversa) 

332 aa 4e-148 61 % 95 % Trasportador glicina/betaína 
tipo ABC 

Curtobacterium sp. - 

G3: 2374-1343 
(reversa) 

343 aa 2e-160 65 % 95 % Trasportador glicina/betaína 
tipo ABC 

Curtobacterium sp. Motivo –Ser-Xaa1-
Xaa2-Lys- 

*G4: 2585-2379 
(reversa) 

68 aa 4e-25 81 % 100 % Proteína hipotética Kocuria rhizophila - 

HBMqC-H 
3642 pb 
72% GC 

H2: 680-1972 
(directa) 

430 aa 0.0 71 % 99 % Fosforibosilamino-glicina 
ligasa 

Kocuria marina - 

 H3: 2064-2987 
(directa) 

307 aa 2e-146 68 % 98 % Fosforibosilaminoimidazol-
succinocarboxamida sintasa 

Kocuria rhizophila - 

HBMqC-I 
3341 pb 
50% GC 

I1:2136-1900 
(reversa) 

78 aa 3e-47 99 % 100 % Proteína hipotética Leuconostoc 
mesenteroides 

- 

LED-La secuencia tuvo algún hit en la base de datos Lipase Engineering (Fischer M. y Pleiss J., 2003). *- No predichos por UniProt.

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_504884524
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_504884524
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_504884524
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_504884524
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_672985893
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_672985893
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_504884524
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_504884524
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_504884524
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_504884524
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Se ha reportado que este tipo de enzimas son capaces de catalizar reacciones alternativas que 
difieren de su reacción fisiológica natural. Por ejemplo, la isocitrato deshidrogenasa de Zymomonas 

mobilis es capaz de hidrolizar sustratos p-nitrofenil o la peroxiredoxina de Bacillus pumilus que es 
capaz de hidrolizar acetato de α-naftilo, entre otros ejemplos (Nevalainen T., 2010; Salazar C., 
2013; Arora B., et al., 2014; Copley S., 2015). Esta capacidad que exhiben las enzimas de realizar 
transformaciones químicas diferentes al tipo de reacción que corresponde a su clasificación, se le ha 
denominado, promiscuidad. Las funciones promiscuas son accidentales desde el punto de vista 
fisiológico. Sin embargo, proporcionan oportunidades para la evolución de nuevas funciones en la 
naturaleza y en el laboratorio (Patrick W. y Matsumura I., et al., 2008; Kapoor M., et al., 2012; Jia 
B., et al., 2013; Baker M., et al., 2015; Copley S., 2015). Además, las secuencias de los ORF A1, 
A3 y C4 fueron alineados contra la base de datos LED. Los hits obtenidos se muestran en la tabla 
No. 24. 
 
Tabla No. 24. Resultados obtenidos del alineamiento de los ORF A1, A3 en la clona HBMqC-A y C4 en la clona 
HBMqC-C en la base de datos LED. 

ORF Valor esperado 
(e) 

Porcentaje de 
similitud (aa) 

Porcentaje de 
Identidad (aa) Observaciones 

A1-HBMqC-A 0.017 59/141 (41 %), 39/141 (27 %) 
Esterasa de la 

superfamilia abH04 

A3-HBMqC-A 2e-28 119/236 (50 %) 82/236 (34 %) 
Epoxihidrolasa de la 

superfamilia 
abH08.02 - Gamma 

proteobacterium 

C4-HBMqC-C 0.002 40/77 (51 %), 30/77 (38 %), Epoxihidrolasa de la 
superfamilia 

abH08.02 
 
En consecuencia, se realizó un alineamiento múltiple de secuencias reportadas como esterasas 
incluyendo los marcos de lectura A1, A3 y C4 para buscar motivos conservados. El ORF A1 
contiene la secuencia consenso –Ala-Xaa1-Ser-Xaa2-Gly- característico de las lipasas de la familia 
I.2 (Arpigny J. y Jaeger K-E., 1999). 
 
De acuerdo a lo mencionado anteriormente, las enzimas codificadas en las clonas seleccionadas 
como CEH positivas son enzimas oxidorreductasas por la calidad del alineamiento contra las bases 
de datos. Sin embargo, estas enzimas contienen en su secuencia el pentapéptido conservado similar 
a los de las enzimas CEH en regiones localizadas de la secuencia similar a CEH reportadas, esto 
podría permitirles realizar la catálisis de otros sustratos diferentes a los nativos.  
 
Los ORF H2 y H3 contenidos en la clona HBMqC-H fueron anotados como fosforibosilamino-
glicina ligasa (GAR) y fosforibosilimidazol-succinocarboxamida sintasa (SAICARs), 
respectivamente. GAR (EC 6.3.4.13) es una enzima implicada en el metabolismo de purinas y 
cataliza la síntesis o ruptura del enlace carbono-nitrógeno de un grupo amida, implicado en la 
formación del ribonucleótido glicinamida (Hartman S., et al., 1958; Kanehisa M. y Goto S., 2000; 
Finn R., et al., 2014; NC-IUBMB, 2015).  
 
 

http://www.enzyme-database.org/query.php?ec=6.3.4.13
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La reacción que cataliza GAR puede expresarse de la siguiente manera: 
 
ATP + 5-fosfo-D-ribosilamina + glicina = ADP + Pi + N1-(5-fosfo-D-ribosil)glicinamida 

SAICARs (EC 6.3.2.6) es una enzima implicada principalmente en la síntesis de novo de purinas y 
cataliza la formación de enlaces carbono-nitrógeno para la producción del ribósido intermediario 
succinilaminoimidazolecarboxamida (Lukens L., et al., 1959; Kanehisa M. y Goto S., 2000; NC-
IUBMB, 2015). La reacción se representa de la siguiente manera:  

ATP + 5-amino-1-(5-fosfo-D-ribosil)imidazol-4-carboxilato + L-aspartato = ADP + Pi + (S)-2-[5-
amino-1-(5-fosfo-D-ribosil)imidazol-4-carboxamido]succinato 

Se ha reportado que varias enzimas implicadas en el metabolismo de purinas son capaces de 
reconocer sustratos diferentes a los nativos y transformarlos (sustratos fosforibosilados). Por lo cual 
SAICAR es utilizada en el desarrollo de agentes antimicrobianos y quimioterapéuticos (Ginder N., 
2008; Patrick W. y Matsumura I., et al., 2008). 

Los ORF F6 contenidos en la clona HBMqC-F, G2 y G3 contenidos en la clona HBMqC-G 
alinearon contra proteínas transportadoras con bajos porcentajes de identidad. Esto probablemente 
indica que la secuencia aislada pertenece a algún microorganismo que no ha sido identificado o 
cultivado. Por esta razón, fueron alineados contra secuencias reportadas de CEH de diversas 
familias (Figura No. 21). En el ORF F6 se encontró el pentapéptido consenso –Gly-Xaa1-Ser-Xaa2-
Gly- característico de las esterasas de la familia I.1 (Arpigny J. y Jaeger K-E., 1999). 
 
Las secuencias conservadas  –Ala-Xaa1-Ser-Xaa2-Gly- y –Gly-Xaa1-Ser-Xaa2-Gly-  encontradas en 
los ORF A1 y F6 sugieren ser los responsables del fenotipo observado en las clonas HBMqC-A y 
HBMqC-F, respectivamente. Sin embargo, no es posible asegurarlo, ya que sería necesario realizar 
un alineamiento de estructura terciaria para corroborar que estos aminoácidos efectivamente 
participen en la catálisis. Además, es necesario realizar la caracterización bioquímica de las enzimas 
aisladas para confirmar su identidad. 

Respecto al ORF G3, se encontró una secuencia consenso –Ser-Xaa1-Xaa2-Lys- característica de las 
enzimas tipo β-lactamasas clasificadas dentro de la familia VIII (Arpigny J. y Jaeger K-E., 1999; 
Ouyang L-M., et al., 2013). Sin embargo, al realizar el alineamiento del ORF G3 con secuencias 
conocidas de esta familia, la secuencia –Ser-Xaa1-Xaa2-Lys- no coincide con las regiones 
conservadas en las secuencias reportadas (Figura No. 22).  
 
Los ORF C5 de HBMqC-C, F5 de la clona HBMqC-F, G4 de HBMqC-G y el I1 de la clona 
HBMqC-I al ser alineados en las bases de datos fueron anotados como proteínas hipotéticas. En las 
secuencias de los ORF no se encontraron secuencias conservadas para esterasas. Posteriormente, se 
realizó la predicción de la estructura secundaria con el programa Jpred 4. El programa alinea la 
secuencia de interés contra secuencias de estructura conocida contenidas en una base de datos para 
proporcionar una asignación más precisa. Sin embargo, estas proteínas no tienen patrones 
estructurales similares a los reportados. Probablemente, las bases de datos lo anotaron como 
“proteína hipotética” porque no se ha estudiado la función que cumplen o porque son genes que 
pertenecen a microorganismos que no se han identificado (Sivashankari S., et al., 2006). Cabe 
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mencionar que la clona HBMqC-I destacó por su capacidad de hidrolizar acetato de α-naftilo en las 
pruebas en microplaca, basado en la intensidad de color del complejo formado. 

 
Figura No. 21. Alineamiento de secuencias esterasa de la familia I con el ORF F6-HBMqC-F indicado como F6secinserto. 
Secuencias utilizadas y su número de acceso: Lipasa Pseudomona aeruginosa/D50587, Acinetobacter 
calcoaceticus/X80800, Staphylococcus aureus/M12715, Propionibacterium acnés/X99255. Rectángulo negro muestra la 
secuencia conservada –Gly-Xaa1-Ser-Xaa2-Gly- . 
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Figura No. 22. Alineamiento de secuencias esterasa de la familia VIII con el ORF G3-HBMqC-G indicado como 
G3secinserto. Secuencias utilizadas y su número de acceso: Esterasa A Streptomyces anulatus (Z15137.1), Esterasa III 
Pseudomonas fluorescens (S69066.1), β-lactamasa putativa clase C bacteria no cultivable WWRS-2005 (DQ022078.1), 
Carboxilesterasa Arthrobacter globiformis (L22516.1). Rectángulo azul denota la secuencia –Ser-Xaa1-Xaa2-Lys- en el 
ORF G3. Rectángulo negro muestra la secuencia conservada –Ser-Xaa1-Xaa2-Lys-  en los genes reportados.  

 
Por otra parte, dentro del ORF C7 contenido en la clona HBMqC-C se encontró una secuencia 
homóloga a una proteína de la familia de las integrasas. Los estadísticos del programa BLASTp y 
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UniProt reflejan un alineamiento con 100 % (aa) de identidad y 100 % (aa) de similitud, por lo que 
muy probablemente el segmento de ADN insertado corresponde a una proteína de la familia de las 
integrasas del microorganismo Propionibacterium acidipropionici, pero no es la secuencia 
responsable de la expresión observada. 

En este trabajo se deseaba encontrar enzimas CEH, en cierto modo, los resultados obtenidos distan 
del objetivo. Es muy probable que la variabilidad de resultados se deba entre otras cosas a la 
inespecificidad de la prueba de hidrólisis de acetato de α-naftilo y tributirina. Existen numerosas 
investigaciones que coinciden en la detección de falsos positivos por la hidrólisis de acetato de α-
naftilo y que posteriormente son identificados como enzimas oxidorreductasas, transferasas, 
sulfatasas, etc. (Ferrer M., et al., 2005; Litthauer D., et al., 2010; Jiménez D., et al., 2012; Salazar 
C., 2013; Morales G., 2015). Actualmente, estos dos sustratos son los más usados para realizar 
escrutinios funcionales de enzimas con actividad lipolítica en bibliotecas metagenómicas pese a los 
inconvenientes reportados (Jiang X., et al., 2012: Jiménez D., et al., 2012; Shao H., et al., 2013; 
Biver S., et al., 2013; Zhu Y., et al., 2013). Algunos métodos propuestos para disminuir los falsos 
positivos incluye utilizar otros sustratos de longitud media que puedan ser hidrolizados tanto por 
carboxilesterasas como lipasas, por ejemplo: tricaproína (TC6:0) o tricaprilina (TC8:0) (Litthauer 
D., et al., 2010). Además, es necesario implementar una combinación de estrategias de tamizaje 
más robustas para disminuir los umbrales de detección.  

Una desventaja en la selección funcional de genes en las bibliotecas metagenómicas es que no es 
posible determinar el origen filogenético del fragmento de ADN recientemente aislado. La 
búsqueda de genes basado en función depende de la detección específica del fenotipo expresado por 
el gen de interés y es poco probable conocer la identidad del microorganismo del que proviene. Por 
lo cual, no podemos asegurar el origen del que provienen los genes seleccionados. No obstante, 
algunos resultados obtenidos de los alineamientos de las secuencias de las clonas CEH+ 
seleccionadas contra BLASTn contrastadas con las anotaciones realizadas con bases curadas y no 
curadas como BLASTp y UniProt, coinciden con los microorganismos previamente identificados en 
el grupo de trabajo. Recientemente, se confirmó la presencia de Kocuria rhizophila y K. marina en 
el queso Cotija, además destacaron por su capacidad lipolítica y proteolítica, respectivamente 
(Robles C., 2014). Los géneros Propionibacterium y Leuconostoc fueron expuestos en estudios de 
secuenciación masiva del metagenoma del queso Cotija (Escobar-Zepeda A., En revisión). 

Los géneros Bifidobacterium y Corynebacterium  no han sido identificados en el queso Cotija, sin 
embargo, es probable que pudieran ser parte del consorcio de microorganimos del alimento ya que 
se han reportado como parte de la microbiota de quesos madurados (Mounier J., et al., 2007; 
Schröder J., et al., 2011; Bunesova V., et al., 2014).  

Los resultados mostrados no descartan la posibilidad de haber aislado una enzima CEH, el análisis 
bioinformático realizado fue astringente en el sentido de que se tomaron solo aquellos hits con un 
alto porcentaje de similitud y de identidad, con el objetivo de que los alineamientos garantizaran ser 
los responsables de la función observada. Sin embargo, se ha reportado que los alineamientos de 
secuencias entre proteínas de estructura similar, se pueden distinguir de otros, cuando el porcentaje 
de identidad es mayor al 40 % (aa) y el porcentaje de cobertura es mayor o igual al 70 % (aa) (Rost 
B., 1999). 

http://www.pubfacts.com/author/Jerome+Mounier
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Por otra parte, se pueden utilizar algunos programas de anotación metagenómica que predicen la 
existencia de ORF en secuencias interrumpidas al borde de un contig o secuencias que no contienen 
un codón de inicio, es decir, ORF parciales en los seis posibles marcos de lectura. 

Es muy probable, que por las características fisicoquímicas y microbiológicas del queso Cotija la 
biblioteca contenga genes que codifiquen para enzimas CEH. Sin embargo, es necesario considerar 
la incapacidad para expresar de forma detectable una fracción mayor de los genes de interés en 
fagos λ. Una alternativa para facilitar la detección de los genes diana sería estabilizar y almacenar el 
metagenoma de queso Cotija en el fagémido pBK-CMV contenido en las cepa de expresión E. coli 
XLOLR. De esta manera, se pueden utilizar medios selectivos a la par de otras estrategias de 
tamizaje.  

Una limitación primordial de la búsqueda funcional de enzimas está asociada con el uso de un 
sistema de expresión heteróloga (uso de codones y factores de iniciación de la trascripción y 
traducción, modificaciones post-traduccionales, sistema de plegamiento o excresión, etc.). Por esta 
razón, se sugiere que el plásmido sea introducido en múltiples hospederos para aumentar la 
probabilidad de expresión de los genes. Se ha demostrado, que una parte sustancial de los genes 
transformados no pueden ser expresados con éxito en un solo organismo y que el uso de múltiples 
hospederos de forma secuencial o en paralelo ofrece grandes ventajas. Las cepas bacterianas de 
géneros como Burkholderia, Bacillus, Sphingomonas, Streptomyces y Pseudomonas se han 
reportado como huéspedes alternativos (Ekkers D. M., et al., 2012).  

Finalmente, cabe resaltar que la biblioteca metagenómica de queso Cotija construida podría ser la 
primera que explora el potencial metabólico de un alimento fermentado, ya que las reportadas hasta 
éste momento son bibliotecas para secuenciación masiva (Jung J., et al., 2011; Kiyohara M., et al., 
2012). 

La construcción de una biblioteca metagenómica implica la superación de un gran número de  
obstáculos. Entre ellos están los tecnológicos y metodológicos que son hasta cierto punto 
manipulables. Sin embargo, hay muchos otros que pueden ser o no considerados por la información 
con la que se cuenta hasta este momento. Existen otros factores que dificultan el aislamiento de 
genes de interés, como ya se mencionó, la promiscuidad que presentan las enzimas para catalizar 
otros sustratos aunado a la inespecificidad de los métodos funcionales, el conocimiento de los 
microorganismos que representa del 0.1 al 1% de la diversidad total de bacterias en el planeta, los 
datos no confirmados en las bases de datos disponibles, entre otros. 

Pese a todas las limitaciones que puedan existir, la metagenómica funcional junto con la de 
secuencia, son potentes herramientas que permiten estudiar el metagenoma de un hábitat y hace 
accesible el potencial metabólico incluso de microorganismos no cultivables.  
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8. CONCLUSIONES  
 

 Se logró construir una biblioteca del metagenoma del queso Cotija. Ésta consta de 136 950 

clonas, las cuales representan 0.821 Gpb. La biblioteca obtenida tiene las características 

necesarias para ser el punto de partida en otras investigaciones. 

 

 En el escrutinio funcional de la biblioteca metagenómica, se lograron aislar 13 clonas con 

presunta actividad CEH. 

 

 El análisis de las secuencias de las clonas seleccionadas mediante el escrutinio funcional en 

la biblioteca metagenómica supone el aislamiento de enzimas diferentes a las CEH, como: 

oxidorreductasas (ferredoxina, deshidrogenasa), proteínas trasportadoras (hierro y 

glicina/betaína), proteínas involucradas en el metabolismo de purinas (GAR y SAICARs) y 

proteínas hipotéticas. 

 
 Estos resultados indican que los sustratos acetato de α-naftilo y tributirina, resultan 

inespecíficos para la búsqueda y selección de genes CEH.  

 
 A pesar de que se encontraron secuencias conservadas características de enzimas CEH en 

los ORF A1 y F6 de las clonas HBMqC-A y HBMqC-F respectivamente, no es posible 

asegurar que sean los responsables de la actividad expresada. 
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9. PERSPECTIVAS  
 
 

 Realizar alineamientos estructurales, caracterización bioquímica y determinación de la 

secuencia de aminoácidos de las proteínas expresadas en las clonas HBMqC-A, HBMqC-C, 

HBMqC-F, HBMqC-G, HBMqC-H, HBMqC-I.  

 

 Realizar la secuenciación de los insertos de las clonas CEH positivas HBMqC-B, HBMqC-

D, HBMqC-E, HBMqC-J, HBMqC-K, HBMqC-L y HBMqC-M, así como, la 

caracterización de las enzimas que resulten de interés. 

 

 Emprender una nueva búsqueda de enzimas con actividad CEH en la biblioteca 

metagenómica utilizando combinaciones de estrategias de tamizaje y sustratos de longitud 

media. 

 
 Explorar la diversidad funcional del metagenoma en la biblioteca metagenómica del queso 

Cotija en búsqueda de genes codificantes para bacteriocinas, proteasas y enzimas 

implicadas en el desarrollo de aromas y sabores, con potencial biotecnológico. 
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11. ANEXOS  

11.1. Quesos Cotija que conformar la muestra de trabajo 

Se presenta la etiqueta de los quesos Cotija que formaron la muestra de trabajo. 

Los números representan los quesos en una población de noventa y cinco. 
Identificador de queso Cotija que forman  la  

muestra de estudio 
1 22 29 35 
10 23 31 36 
14 25 32 37 
17 26 34 38 
   39 

 

11.2. Recuperación del paquete celular a partir del queso sin enriquecimiento, para 
extracción de ADN con Kit Fast ID 

1. Descongelar los quesos seleccionados en refrigeración por no más de 18 horas previas al 
experimento. 

2. Pesar 8 g de cada uno de los 10 quesos descongelados dentro de una bolsa para Stomacher 
en la campana de flujo laminar. 

3. Mezclar para homogenizar la muestra. 
4. Dividir la mezcla en 3 bolsas para Stomacher con 25 g cada una. 
5. Adicionar a cada una de las bolsas con 25g de mezcla de quesos 225 mL de citrato de sodio 

al 2% (p/v) pH 8. 
6. Adicionar 0.5mL de solución de neutrasas (Novo Nordisk) dentro de la campana de flujo 

laminar. 
7. Incubar durante 1 hora a 45 °C. 
8. Homogenizar durante 5 min a alta velocidad dentro del Stomacher (Stomacher 400 

circulator, Seward).  
9. Verter aproximadamente 45 mL del contenido de la bolsa en un tubo Falcón de 50mL 

estéril (hasta 4 tubos por bolsa). 
10. Centrifugar (Heraeus, Biofuge primo R) a 1500 x g durante 5 min a 4°C. 
11. Tomar el contenido de la fase intermedia (aproximadamente 35 mL), cuidando de no 

mezclar las fases. 
12. Centrifugar a 10 000 x g durante 10 min a 4°C para obtener el paquete celular. 
13.  Re-suspender el pellet en 300 µL de solución salina 0.85% (p/v) pH 7 estéril y trasferir a 

un tubo Eppendorf de 2 mL estéril. 
14. Lavar el tubo Falcón con 200 µL de la solución salina estéril y trasferir al mismo tubo 

Eppendorf para obtener un volumen final de 500 µL. 
15. Centrifugar 10 000 x g durante 10 min a 4 °C, eliminar el sobrenadante. 
16.  Puede guardarse el “pellet” en refrigeración y continuar el análisis posteriormente. 
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17. Se resuspendió el pellet en 1 mL de buffer para DNasa 1X (10 mM Tris HCl pH 7.5, 2.5 
mM MgCl2, 0.5 mM CaCl2). 

18. Adicionar 1U de DNasa por tubo. 
19. Incubar 20 min a 37 °C. 
20. Incubar a 70 °C durante 15 min. 
21. Centrifugar a 14 006 x g por 5 min. 
22. Eliminar el sobrenadante. 
23. Congelar a -20 °C durante toda la noche. 

 

11.3. Recuperación del paquete celular a partir del queso sin enriquecimiento, para 
extracción de ADN con PCI. 

1. La mezcla de quesos elegidos fue descongelada en refrigeración a 4 °C  
2. Se pesaron 15 g de mezcla de quesos y se depositaron en una bolsa para Stomacher, todo 

se trabaja en la campana de flujo laminar. 
3. Se adicionó a cada muestra 40 mL de citrato de sodio 2% (p/v), pH 8.0 previamente estéril 

y se homogenizó en el Stomacher durante 2 min a velocidad alta. 
4. Se adicionaron 0.6 mL de neutrasas (Novo Nordisk) y se mezcló nuevamente en 

Stomacher a velocidad alta durante 5 min. 
5. Se incubó a 45 °C durante 1 hora a 100 rpm. Terminado este tiempo, la mezcla se dividió 

en dos tubos Falcon estériles de 50 mL y se centrifugó a 1 698 x g durante 7 min. 
6. Los tubos ya centrifugados se dejan reposar en hielo durante 30 min para permitir que la 

capa de grasa solidifique. 
7. La capa de grasa es removida con un hisopo estéril. 
8. La fase intermedia fue transferida a un tubo Falcon de 50 mL nuevo, limpio y estéril con 

ayuda de una pipeta automatizada de 5 mL. 
9. Se centrifugó a 19 963 x g durante 10 min a 4 °C. Se desechó el sobrenadante, se eliminó 

la grasa residual de las paredes con un hisopo estéril y adicionó 15 mL de solución salina 
al 0.85% (p/v).  

10. Se usó vórtex hasta disolver el pellet. 
11.  Se juntó el contenido de 2 tubos (30 mL finales). 
12. Se centrifugó a 19 963 x g y se lavó el pellet 2 veces más con 15 mL solución salina al 

0.85% (p/v). Entre cada lavado se eliminaba la grasa residual con hisopos. 
13. El pellet lavado de resuspendido en 1 mL de solución salina y se dosificaron 500 μL  

tubos Eppendorf de 2 mL. Se centrifugó a 13, 300 x g durante 5 min y se eliminó el 
sobrenadante. 

14. Se resuspendió el pellet en 1 mL de buffer para DNasa 1X (10 mM Tris HCl pH 7.5, 2.5 
mM MgCl2, 0.5 mM CaCl2). 

15. Adicionar 1U de DNasa por tubo. 
16. Incubar 20 min a 37 °C. 
17. Incubar a 70 °C durante 15 min. 
18. Centrifugar a 14 006 x g por 5 min. 
19. Eliminar el sobrenadante. 
20. Congelar a -20 °C durante toda la noche. 
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11.4. Extracción de ADN utilizando el Kit Fast ID 

La extracción y purificación de ADN metagenómico con el kit Fast ID Genetic ID, se basa en la 
acción conjunta de lisozima y proteinasa K, encargadas de la lisis celular por ruptura de la pared 
bacteriana y  digestión de las proteínas o enzimas liberadas, respectivamente. Además de realizar 
lisis enzimática, el protocolo cuenta con un buffer que contiene agentes químicos, los cuales, 
contribuye a desestabilizar la integridad celular.  

El buffer de lisis tiene cloruro de guadinina (compuesto caotrópico) que contribuye a la 
desnaturalización de proteínas debilitando los enlaces de tipo hidrofóbicos, detergentes y sales 
como EDTA que inhibe enzimas. Posteriormente se realiza una extracción de proteínas y 
compuestos lipídicos con cloroformo. La fase acuosa formada  contiene el ADN que será unido a la 
columna para finalmente ser lavado con etanol y eluido con agua. Una consideración importante es 
la utilización de una sal caotrópica que atrape las moléculas de agua y eliminen la capa hidratante 
que recubre tanto a los ácidos nucleicos como a la sílice de la columna, lo cual, permite a dichas 
moléculas que interactúen. 

Prepara una solución (por cada paquete celular) con: 

1mL Genomic lisis buffer (si hay precipitados, calendar a 20-30°C y mezclar) 
10 µL Proteinasa K 10 mg/mL (2 – 8 °C) 
3 µL lisozima (1 mg/mL) 

 
1. Añadir 1mL de la solución preparada anteriormente a cada paquete celular. 
2. Agitar vigorosamente en vórtex. 
3. Incubar a 65 °C/ 30 min 
4. Adicionar un volumen de cloroformo frío, agitar en vórtex y centrifugar a 9 726 x g durante 

5 min. 
5. Tomar 500 µL de sobrenadante y transferirlo a un tubo Eppendorf de 2 mL. 
6. Adicionar un volumen de Genomic bind buffer y agitar en vórtex. 
7. Centrifugara a 9 726 x g durante 5 min. 
8. Pasar el sobrenadante a una columna DNA binding (puede ser necesario el uso del 

Manifold o de una centrifuga). 
9. Lavar la columna con 800 µL de Genomic wash buffer usando el manifold o centrifuga. 
10. Lavar tres veces la columna, cada uno con 1000 µL de etanol al 75% (v/v) con agua Mili Q 

usando el Manifold u  800 µL si se usa centrifuga. 
11. Centrifugar por unos segundos. 
12. Colocar la columna en un tubo Eppendorf de 1.5 mL nuevo. 
13. Adicionar 50 µL de buffer 1xTE a 65 °C. 
14. Incubar durante 20 min a 65 °C. 
15. Centrifugar a 9 726 x g  por 30 segundos y colectar el ADN. Desechar la columna. 
16. Medir la concentración de ácidos nucleicos en un espectrofotómetro para microplacas 

Epoch, BioTek y llevarlo a una concentración aproximada de 130-150 ng/μL por 
evaporación en un concentrador de ADN. 
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11.5. Extracción de ADN utilizando el método tradicional con PCI 

El método de extracción con PCI se basa realizar la lisis utilizando lisozima y mutanolisina. Se 
emplea EDTA, SDS y proteinasa K para inactivar y digerir las proteínas o enzimas liberadas al 
medio. La mayoría de proteínas se extraen con fenol debido a que este solvente permite su 
desnaturalización y su concentración en la fase orgánica. En tanto que el DNA es recuperado de la 
fase acuosa. Posteriormente se realiza una extracción con cloroformo para eliminar las proteínas 
residuales y el fenol. Se pueden realizar dos lavados con cloroformo a fin de eliminar por completo 
el fenol, ya que puede inhibir reacciones de digestión o ligación. El ADN se lava y precipita con 
etanol,  finalmente se resuspende en buffer TE o preferentemente en agua grado biología molecular. 

1. Cada paquete celular se resuspendió en 450 μL de buffer TE y se adicionaron 50 μL de una 
solución de lisozima 10 mg/mL y 10 μL de una solución de mutanolisina 1U/ μL en buffer 
TE.  

2. Las muestras fueron agitadas en vórtex durante 1 min e incubadas durante 1 hora a 37 °C a 
300 rpm. 

3. Adicionar RNasa a una concentración final de 0.6 μg/mL en incubar a 37 °C durante 30 
min.  

4. Terminado este tiempo se adicionó a cada tubo 50μL de una solución de proteinasa K 10 
mg/mL y se incubó 50 min a 50 °C y luego por 10 min a 65 °C. 

5. Se dejó enfriar hasta 37 °C y se adicionaron 50 μL de SDS al 10% (p/v) y se incubó a 37 °C 
por 40 min. 

6. La mezcla se dejó enfriar a temperatura ambiente y se agregaron 200 μL de una solución de 
NaCl 5 M, mezclando lentamente por inversión. 

7. Se adicionaron 400 μL de una solución de PCI (25:24:1) de la marca SIGMA. Se agitó 
vigorosamente durante 30 segundos. 

8. La mezcla se centrifugó a 19, 064 x g durante 10 min a 4 °C y se recuperó la fase acuosa 
que contenía el ADN. Está se transfirió a un tubo Eppendorf de 2 mL estéril. La fase 
orgánica se desechó y la extracción se repitió nuevamente, se centrifugó a 19, 064 x g 
durante 10 min a 4 °C. 

9. Se llevaron a cabo dos pasos de lavado con cloroformo para eliminar las trazas de fenol y se 
centrifugó a 19, 064 x g durante 10 min a 4 °C para recuperar la fase acuosa mientras que la 
fase orgánica se desechó. 

10. La fase acuosa colectada se centrifugó y se transfirió a un tubo limpio dos veces para 
eliminar los residuos de cloroformo. 

11. Se adicionó 1.2 mL de etanol frío al 100 %, se agitó por inversión de 2 a 5 veces y se 
incubó a -20 °C durante toda la noche. 

12. La mezcla se centrifugo a 19, 064 x g durante 10 min a 4 °C. 
13. El pellet se lavó con 300 μL de etanol al 75 % (v/v) y se centrifugó 19, 064 x g durante 2 

min a 4 °C. 
14. Se desechó el etanol y se dejó evaporar el remanente a temperatura ambiente en la campana 

de flujo laminar. 
15. El pellet se resuspendió en 100 μL de agua grado biología molecular estéril 1 h. 
16. Calentar a 70 °C durante 30 min. 
17.  Para eliminar los restos de fenol y cloroformo se utilizó la columna QIAquick de QIAgen. 
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18. Se adicionó a cada tubo 3 volumenes de buffer QG y 1 volumen de isopropanol. 
19. Se transfirió la solución a una columna QIAquick. 
20. Se centrifugó a 10 000 x g durante 1 min. 
21. Se descartó el líquido filtrado y se adicionaron 0.75 mL de buffer PE a la columna, se 

incubo a temperatura ambiente durante 5 min y se centrifugó a 10 000 x g durante 1 min. 
22. Se descartó el líquido filtrado y se centrifugó nuevamente a 10 000 x g durante 1 min. 
23. La columna se colocó en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se adicionaron 50 μL de agua grado 

biología molecular pH 8 a 65 °C, se incubó durante 5 min a 65 °C antes de centrifugar a 10 
000 x g durante 1 min. 

24. Se realizó una segunda elución con 30 μL de agua grado biología molecular pH 8 a 65 °C, 
se incubó durante 5 min a 65 °C antes de centrifugar a 10 000 x g durante 1 min. 

25. Se almacenó a -20 °C. 

11.6. Purificación de ADN con el kit QIAquick, QIAgen. 

1. En el tubo con aproximadamente 100 µL de ADN, adicionar 300 µL de Buffer QG y 100 
µL de isopropanol. 

2. Transferir la mezcla a una columna QIAquick con un tubo colector de 2 mL y centrifugar 
durante un min a máx. velocidad. 

3. Desechar el líquido colectado en el tubo. 
4. Adicionar 500 µL de buffer QG y centrifugar nuevamente durante un min a máx. velocidad. 
5. Desechar el líquido colectado en el tubo. 
6. Adicionar 750 µL de buffer PE, esperar 5 min y centrifugar durante un min a máxima 

velocidad. 
7. Desechar el líquido colectado en el tubo y centrifugar durante un min a máx. velocidad. 
8. Pasar la columna QIAquick en un tubo para microcentrifuga de 2 mL, adicionar 50 µL de 

buffer EB precalentado a 65 ˚C, esperar por 5 min y centrifugar durante un min a máx. 
velocidad. 

9. Desechar la columna y almacenar el ADN purificado a -20 ˚C. 
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11.7. Marcador de tamaño molecular  

 

Thermo Scientific Gene Ruler 1kb Plus DNA ladder 
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11.8. Purificación de fragmentos de ADN a partir del gel de agarosa mediante el kit 
High Pure PCR Product Purification Roche 

El procedimiento para extraer ADN a partir de 100 mg de gel de agarosa se describe a continuación: 
 

1. Aislar los fragmentos de ADN del tamaño de interés electroforéticamente utilizando buffer 
de corrida TAE 1X o TBE 1X y la menor cantidad posible de bromuro de etidio (aprox. 
1μL). Cargar el producto junto con un marcador de ADN. 

2. Estimar la concentración del ADN mediante la comparación de su intensidad con la de un 
estándar de ADN de tamaño similar y concentración conocida. 

3. Cortar la banda de ADN de interés del gel con un escalpelo afilado (cortar la menor 
cantidad de gel posible). 

4. Colocar la banda de gel de agarosa en un tubo de microcentrífuga estériles (1,5 - 2,0 mL) y 
por diferencia de peso, calcular el peso del fragmento de agarosa. 

5. Añadir 300 μL de Binding Buffer por cada 100 mg de gel de agarosa.  
6. Disolver el gel de agarosa para liberar el ADN con ayuda del vórtex durante 15-30 

segundos, posteriormente incubar a 56°C durante 10 min y agitar en vórtex cada 2 o 3 min. 
7. Una vez que el gel se haya disuelto por completo, adicionar 150 μL de isopropanol frío por 

cada 100 mg de agarosa en el tubo y mezclar en vórtex vigorosamente. 
8. Insertar uno de los tubos con filtro dentro de un tubo colector. Filtrar la mezcla de agarosa 

con isopropanol. (No adicionar más de 700μL, si la solución excede el volumen se 
recomienda utilizar dos filtros). 

9. Centrifugar 60 segundos a máxima velocidad a una temperatura entre 15 y 25°C. 
10. Desechar la fracción filtrada y adicionar 500μLde Wash Buffer al filtro y centrifugar 1 min 

a máxima velocidad. 
11. Desechar nuevamente el líquido filtrado y adicionar 200 μL de Wash buffer y centrifugar 1 

min a máxima velocidad. 
12. Desechar el líquido filtrado nuevamente e insertar el tubo con filtro dentro de un tubo para 

microcentrífuga de 1.5 mL.  
13. Adicionar 50-100 μL de buffer de elución y centrifugar 3 min a máxima velocidad. 
14. Desechar la columna y centrifugar 1 min a máxima velocidad. 
15. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo. 
16. Almacenar el ADN a -20°C para análisis posteriores. 
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11.9. Purificación de fragmentos de ADN a partir de gel de agarosa mediante el kit 
ZymocleanTM Gel DNA Recovery (Zymoreserch). 

1. Aislar los fragmentos de ADN del tamaño de interés electroforéticamente y cortar la banda 
de ADN de interés del gel con un escalpelo afilado (cortar la menor cantidad de gel 
posible). 

2. Depositar la banda en un tubo de 1.5 mL estéril y determinar el peso por diferencia de 
volumen. 

3. Adicionar 3 volumenes de buffer ADB por cada volumen de agarosa. 
4. Incubar a 55° por 10 min o hasta disolver completamente la agarosa. (Para fragmentos 

mayores a 8 kpb adicionar posterior a la incubación un volumen de agua). 
5. Transferir la solución a una columna Zymo-SpinTM I dentro de un tubo colector. 
6. Centrifugar a máxima velocidad por 1 min y desechar el líquido filtrado. 
7. Adicionar 200 μL de wash buffer a la columna y centrifugar a máxima velocidad por 1 min. 

Desechar el líquido filtrado y repetir el paso. 
8. Transferir la columna a un tubo estéril de 1.5 mL. Adicionar ≥ 6 μL de agua a 60-70˚C y 

esperar un min. 
9. Centrifugar a máxima velocidad por 1 min para eluir el ADN. 

 

11.10. Protocolo de extracción de ADN a partir de geles de agarosa con tierra de 
diatomeas. 

1. Correr el ADN en un gel de agarosa al 0.7% (p/v) en buffer Tris-Acetatos. 
2. Cortar la banda de ADN deseada con una navaja lavada previamente con etanol al 70% 

(v/v) y esterilizada. 
3. Colocar la banda en un tubo  estéril de 2 mL y calcular el peso de la agarosa por diferencia 

de pesos. 
4. Agregar 3 volúmenes de solución de sal caotrópica. 
5. Incubar por 10 min a 50 °C para disolver la agarosa. 
6. Adicionar 10 μL de glassmilk a la solución de agarosa si la concentración esperada es 

menor de 5μg e incubar a 4°C por 10 min y mezclar por inversión cada 30 segundos. 
Homogenizar previamente la solución de glassmilk. 

7. Centrifugar a máxima velocidad durante 1 min. 
8. Retirar el sobrenadante y desecharlo cuidando de no arrastrar tierra de diatomeas en la 

solución. 
9. Lavar 3 veces el pellet con 500 μL de new wash. Centrifugar cada vez a máxima velocidad 

durante 30 segundos. 
10. Retirar todo el new wash y dejar evaporar el etanol a temperatura ambiente durante 10 min. 
11. Para separar el ADN de la tierra de diatomeas agregar 20 μL de agua al pellet y resuspender 

e incubar 7 min a 55 °C. 
12. Centrifugar a máxima velocidad durante un min. 
13. Recuperar el sobrenadante y volver a centrifugar a máxima velocidad durante 10 min 

(repetir este paso). 
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14. Verificar la integridad en gel de agarosa y medir concentración. 

Sal caotrópica (NaI) 

89.94 g de NaI 
5.0 mL de Tris-HCl 1M pH 8.0  
4.0 mL de EDTA  0.25M pH 8.0 
Ajustar la solución a 100 mL con agua grado biología molecular. 
 
Solución New Wash 50% (v/v) etanol 
 
20mM Tris. HCl pH 7.5 
2mM EDTA pH 7.5 
50 mM NaCl 
 
Glassmilk - Disolver 50 mg en 200 μL de agua. 
 

11.11. QIAEX II Agarosa Gel Extraction Protocol – QIAgen 

 
1. Aislar los fragmentos de ADN del tamaño de interés mediante electroforesis en agarosa 

bajo punto de fusión.  
2. Cortar la banda de ADN de interés del gel con un escalpelo afilado (cortar la menor 

cantidad de gel posible). 
3. Colocar la banda en un tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL  
4. Calcular el peso de la banda por diferencia de peso con el tubo (se puede procesar 250 mg 

de agarosa como máximo por tubo de 1.5 mL). 
5. Adicionar 3 volúmenes de buffer QX I  y 2 volúmenes de agua grado biología molecular a 

cada tubo (ejemplo: si la banda pesa 250 mg, se agregan 750 μL de buffer QX1 y 500 μL de 
agua). 

6. Agitar en vórtex la solución QIAEX II durante 30 segundos. Adicionar 10 μL de QIAEX II 
a cada tubo. 

7. Incubar la mezcla a 50 °C durante 10 min para solubilizar la agarosa. Durante la 
incubación, mezclar por inversión suave cada 2 min. Verificar que el color de la solución es 
amarillo. Si el color se torna de color naranja o morado adicionar 10 μL de acetato de sodio 
3 M pH 5.0 y mezclar. 

8. Centrifugar la muestra a ≥ 10, 000 x g durante 30 segundos y remover el sobrenadante con 
una pipeta tratando de no tocar el paquete de sílice. 

9. Lavar el pellet con 500 μL de Buffer QX 1 tratando de no agitar fuerte. 
10. Centrifugar la muestra a ≥ 10, 000 x g durante 30 segundos y remover el sobrenadante con 

una pipeta. 
11. Lavar dos veces el pellet con 500 μL de Buffer PE, no agitar fuerte. 
12. Centrifugar la muestra a ≥ 10, 000 x g durante 30 segundos y remover el sobrenadante con 

una pipeta. 
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13. Secar el pellet en campana de flujo laminar durante 10-15 min, no utilizar secado al vacío. 
14. Adicionar a cada pellet 20 μL de agua grado biología molecular pH 8.0 e incubar a 50 °C 

durante 15 min. 
15. Centrifugar a ≥ 10, 000 x g durante 1 min y tomar el sobrenadante con cuidado de no tomar 

sílice y depositarlo en un tubo nuevo. 
16. Centrifugar el líquido tomado nuevamente y depositar en un tubo nuevo. 
17. Almacenar los fragmentos de ADN obtenidos en agua a -20 °C. 

 

11.12. Purificación y concentración de fragmentos de ADN con DNA clean & 
concentrator-5, BIOSIS. 

 
1. Adicionar dos volúmenes de DNA Binding Buffer por cada volumen de ADN. 
2. Transferir la mezcla a una columna Zymo-SpinTM. 
3. Centrifugar por 30 segundos a 10 000 x g. 
4. Descartar el líquido filtrado. 
5. Lavar con 200 μL de DNA Wash Buffer , centrifugar durante 30 segundos a 10 000 x g y 

repetir el lavado. 
6. Adicionar 8 μL de agua grado biología molecular pH 8 a 65 °C, incubar 1 min a 10 000 x g 

temperatura ambiente.  
7. Transferir la columna a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y centrifugar durante 1 min a 10 000 

x g. 
8. Almacenar el ADN a -20°C.  

 

11.13. Mapa del vector ZAP Express  
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11.14. Fagémido pBK-CMV 

http://www.addgene.org/vector-database/1926/ 

 

 

http://www.addgene.org/vector-database/1926/
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11.15. Medios de cultivo  

 
A continuación se describe la composición de los medios de cultivo utilizados para el crecimiento, 
infección y transformación de las cepas de E. coli. 
 

* Medio Luria-Bertani (LB). Medio para el crecimiento y mantenimiento de las cepas de E. 

coli. 
 

Bacto-triptona     10.0 g 
Extracto de levadura     5.0 g 
NaCl      10.0 g 
Agua destilada completar hasta   1 L 
Ajustar pH a 7.5 
Para medio sólido añadir    15.0 g/L de agar. 

 
* Medio LB con suplementos. Medio para el crecimiento de las cepas de E. coli antes de la 
infección por fagos λ. Para 1 L de LB líquido estéril agregar: 
 

1 M MgSO4      10.0 mL 
20% (p/v) de maltosa    10.0 mL 

 
* Medio LB con kanamicina. Medio para el crecimiento de la cepa E. coli XLOLR para 
realizar la escisión. Para 1 L de LB estéril, dejar enfriar a 55 °C y agregar: 
 

10 mg/mL kan (filtrada)   7.5 mL 
Poner en cajas de Petri. 
 

* Medio LB con ampicilina. Para 1 L de LB estéril, dejar enfriar a 55 °C y agregar ampicilina 
estéril a una concentración final de 100 μg/mL. 

 
* Medio LB con tetraciclina. Medio para el crecimiento y mantenimiento de las dos cepas de E. 

coli. Para 30 mL de LB estéril, dejar enfriar a 55 °C y agregar: 
 

5 mg/mL tetraciclina (filtrada)   300 μL 
Poner en cajas de Petri lejos de la luz. 

 
* Medio NZY. Medio para la propagación de bacteriófagos λ. 
 

NZY amina tipo A     10.0 g 
Extracto de levadura    5.0 g 
NaCl     5.0 g 
MgCl2 •7H2O     2.0 g 
Agua destilada Completar hasta  1 L 

Para medio sólido añadir 15 g/L de agar y 7.5 g/L para la sobre-capa de agar NZY. 
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11.16. Soluciones 

* IPTG 10mM: disolver 0.6 g de IPTG solido en 250 mL de agua y esterilizar la solución por 
filtración en membrana de 0.25 micras. 

* Amortiguador SM. Medio rico en Mg2+ para el almacenamiento de librerías en fagos λ. 
NaCl      5.8 g 
MgCl2 •7H2O      2.0 g 
Tris-HCl 1M (pH 7.5)    50.0 mL 
Grenetina 2% (p/v)     5.0 mL 
Agua destilada completar hasta:               1 L. 

Esterilizar en autoclave, almacenar a temperatura ambiente en alícuotas de 50 mL para evitar 
contaminación. 

* Amortiguador TBE (Tris-Borate-EDTA) (10X). Solución utilizada en la electroforesis de gel 
de agarosa. 
 

Tris base      107.81 g 
EDTA      7.44 g 
Ácido bórico     55.0 g 
Agua destilada Ajustar a pH 8.0 y completar hasta 1L 

*SDS 10% (p/v). Detergente desnaturalizante para electroforesis de proteínas. 

SDS       5g 
Agua desionizada     50mL 

11.17. Sustratos 

 
* Fast Blue RR (80 mg/mL). Utilizado para la detección de actividad esterasa. 

 
Fast Blue RR     80 mg 
DMSO      1 mL 
Almacenar a -20°C 

*Acetato de naftilo (20 mg/mL). Utilizado para la detección de actividad esterasa. 
 

Acetato de naftilo     20 mg 
Acetona      1 mL 
Almacenar a -20°C 

* pNP-butirato (0.01 M). Utilizado como sustrato en las cinéticas con el biocatalizador. 
 

pNP-butirato     0.0175 mL 
Isopropanol     10 mL 
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11.18. Cultivo de cepa Escherichia coli XL1-Blue MRF’ para infección. 

La cepa Escherichia coli XL1-Blue MRF’ se encontraban almacenada en glicerol a -80 °C, por lo 

cual fue reactivada en una caja con medio LB con tetraciclina a una concentración final de 12.5 

μg/mL e incubada a 37°C durante toda la noche. A partir de las colonias obtenidas se realizó un 

cultivo en medio líquido LB con suplementos (maltosa a una concentración final de 0.2 % (p/v) y 

sulfato de magnesio a una concentración final de 10 mM) hasta una DO600nm = 0.5. 

11.19.  Identificación de clonas CEH positivas mediante hidrólisis de α-naftil ésteres 

La tecnica de identificación funcional de clonas con actividad CEH se fundamenta en que las 
enzimas CEH son capaces de hidrolizar el acetato de naftilo en naftol y ácido acético. En seguida, el 
naftol forma un complejo colorido con el reactivo Fast Blue RR (sal diazo de 4-benzoilamino-2,5-
dimetoxi-anilina-ZnCl2) y las clonas positivas se observan de color marrón sobre la placa de agar 
(Miller R., y Karn R., 1980).  
 

 

 
El protocolo a seguir para esta técnica es el siguiente: 
 
1) Preparar al momento, 50 mL de agarosa 0.4 % (p/v) diluida en TAE 1X a 55˚C que contenga 4 

mL de acetato de naftilo en acetona (20 mg/mL) y 4 mL Fast-Blue RR en DMSO (80 mg/mL).  
 
2) Verter aproximadamente 5-7 mL de la solución sobre las placas de agar de 100 mm que 

contengan UFC y/o UFP lo suficientemente separadas para ser diferenciadas y aisladas de 
otras en caso de que la reacción proceda. 

 
3) Las UFP y/o UFC con actividad CEH deben tornarse de color marrón. 
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11.20. Protocolo de escisión del vector pBK-CMV 

1) Se activaron las cepas E. coli XLOLR y E. coli XL1-Blue MRF’ a partir de glicerol en 
medio LB agar con tetraciclina 12.5 µg/mL. 

2) A partir de los cultivos anteriores se realizó un precultivo en 20 mL de caldo LB con 200 
µL de maltosa al 20 % (p/v) y 200 µL de sulfato de magnesio 1 M, se incubó a 37 ˚C 
durante toda la noche. 

3)  Con el precultivo se inoculó un cultivo de 20 mL de caldo LB con suplementos (200 µL de 
maltosa al 20% (p/v) y 200 µL de sulfato de magnesio 1M) hasta alcanzar una D.O. 600 nm  

de 0.5-0.8. Se incubó a 37 ˚C a 250 rpm. 
4) Se tomó una alícuota del cultivo de E. coli XLOLR o cultivo de E. coli XL1-Blue MRF’ de 

aproximadamente 5 mL y se centrifugó para obtener el paquete celular. Se resuspendieron 
las células en 10 mM MgSO4 hasta lograr una D.O. 600 nm de 1.0. 

5) Posteriormente, se combinaron los siguientes componentes en un tubo para centrifuga de 50 
mL. 

 200 µL de E. coli XL1-Blue MRF’ en 10 mM MgSO4  D.O. 600 nm =1 
 250 µL de fago seleccionado como positivo 
 1 µL de fago ayudador (fago M13) (tener cuidado de no tomar cloroformo) 

 
6) Se incubó el tubo a 37 ˚C durante 15 min. 
7) Se adicionaron 3 mL de caldo LB con suplementos y se incubó por 3 horas a 37 ˚C con 

agitación a 150 rpm. 
8) El tubo fue calentado a 70 ˚C durante 20 min. 
9) Después,  se centrifugó a 1000 x g durante 15 min. 
10) El sobrenadante fue decantado en un tubo para centrifuga estéril para almacenarse a 4 ˚C 

por máximo 2 meses. (Esta solución contenía el fagémido pBK-CMV recombinante). 
11) En tubos Eppendorf de 1.5 mL se adicionaron los siguientes elementos:  

 10 µL de solución que contiene el fagémido 
 200 µL de células E. coli XLOLR en 10 mM MgSO4  D.O. 600 nm =1  

12) Los tubos fueron incubados a 37 ˚C durante 15 min.  
13) Se adicionaron 300 µL de caldo NZY.  
14) Los tubos se incubaron a 37 ˚C durante 45 min y se platear 100 µL de la mezcla de células 

en platos de agar LB con kan (50 µg/mL), IPTG  1mM y tributirina al 1 % (v/v). 
15) Finalmente se incubaron a 37  ˚C durante toda la noche.   
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11.21. Curva patrón de albúmina bovina sérica para cuantificación de proteína por el 
método de Bradford.  

 

 

Regresión lineal:   𝑦 = 0.0283𝑥 − 0.0407   𝑅2 = 1 

 

11.22. Cálculo de la titulación de la biblioteca metagenómica del queso Cotija. 

 

𝑢𝑓𝑝 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 =
(𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑢𝑓𝑝 )(1/𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑒𝑜)(𝜇𝐿 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑏𝑙𝑖𝑜𝑡𝑒𝑐𝑎 )

(𝜇𝐿 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 𝑒𝑚𝑝𝑙𝑒𝑎𝑑𝑜𝑠 𝑝𝑎𝑟𝑎 𝑙𝑎 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑙𝑎𝑠 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠)
 

𝑢𝑓𝑝 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 =
(55 𝑢𝑓𝑝 )(1/10−2)(498 𝜇𝐿 )

(2 𝜇𝐿 )

= 𝟏𝟑𝟔, 𝟗𝟓𝟎 𝑼𝑭𝑷 𝒕𝒐𝒕𝒂𝒍𝒆𝒔 𝒆𝒏 𝒍𝒂 𝒃𝒊𝒃𝒍𝒊𝒐𝒕𝒆𝒄𝒂 𝒎𝒆𝒕𝒂𝒈𝒆𝒏ó𝒎𝒊𝒄𝒂 

𝐷𝑜𝑛𝑑𝑒: el tamaño promedio de los  fragmentos clonados es de 6 kpb. 

136,950 𝑈𝐹𝑃 𝑥 6 𝑘𝑏𝑝 = 821 700 𝑘𝑝𝑏

=  𝟎. 𝟖𝟐𝟏 𝑮𝒑𝒃 𝒓𝒆𝒑𝒓𝒆𝒔𝒆𝒏𝒕𝒂𝒅𝒐𝒔 𝒆𝒏 𝒍𝒂 𝒃𝒊𝒃𝒍𝒊𝒐𝒕𝒆𝒄𝒂 𝒎𝒆𝒕𝒂𝒈𝒆𝒏ó𝒎𝒊𝒄𝒂   
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11.23. Electroferograma de la secuencia del inserto de la clona I. 
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11.24. Alineamiento entre la secuencia obtenida por Primer Walking, Macrogen y la 
secuencia obtenida por diseño de primer. 

 
Multalin version 5.4.1 
Copyright I.N.R.A. France 1989, 1991, 1994, 1996 
Published research using this software should cite 
Multiple sequence alignment with hierarchical clustering 
F. CORPET, 1988, Nucl. Acids Res., 16 (22), 10881‐10890 
Symbol comparison table: blosum62 
Gap weight: 12 
Gap length weight: 2 
Consensus levels: high=90% low=50% 
Consensus symbols: 
! is anyone of IV 
$ is anyone of LM 
% is anyone of FY 
# is anyone of NDQEBZ 
MSF: 3253 Check: 0 .. 
Name: clonaIdp Len: 3253 Check: 6385 Weight: 1.00 
Name: PWclonaI Len: 3253 Check: 9542 Weight: 1.00 
Name: Consensus Len: 3253 Check: 4688 Weight: 0.00 

Clona Idp = Secuencia obtenida por diseño de primer y posteriores secuenciaciones. 

PWclonaI =Secuencia adquirida y ensamblada por el servicio Primer Walking, Macrogen. 
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1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 
1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------1 

clonaldp GOCTCTTGGGGG/lGATGAGCCTGTTATCCCCAGGGTAGCTTTTATCCGTTGAGCGATGGCCCTTCCATGCGGAACCACCGGATCACTAAGTCCTOCTTTCGTOCCTGCTCGAGTTGTAGCTCTCGCAGTC 
P~clonaI GOCTCTTGGGGG/lGATGAGCCTGTTATCCCCAGGGTAGCTTTTATCCGTTGAGCGATGGCCCTTCCATGCGGAACCOCCGGATCOCTAAGTCCTOCTTTCGTOCCTGCTCGAGTTGTAGCTCTCGCAGTC 

Consensus GOCTCTTGGGGGAGATGAGCCTGTTATCCCCAGGGTAGCTTTTATCCGTTGAGCGATGGCCCTTCCATGCGGAACCACCGGATCACTAAGTCCTOCTTTCGTOCCTGCTCGAGTTGTAGCTCTCGCAGTC 

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 
1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------1 

clonaldp AAGCTTGCTTATGCCTTTOCOCGCTACGAATGATTTCCAACCATTCTGAGCAAACCTTTGAGCGCCTCCGTTACCTTTTAGGAGGCGACCGCCCCAGTCAAACTGCCCGCCAGACOCTGTCCACGATCAC 
Plklon~I AAGCTTGCTTATGCCTTTOCACGCTACGAATGATTTCCAACCATTCTGAGCAAACCTTTGAGCGCCTCCGTTACCTTTTAGGAGGCGACCGCCCCAGTCAAACTGCCCGCCAGACOCTGTCCACGATCfIC 

Consensus AAGCTTGCTTATGCCTTTOCACGCTACGAATGATTTCCAACCATTCTGAGCAAACCTTTGAGCGCCTCCGTTACCTTTTAGGAGGCGACCGCCCCAGTCAAACTGCCCGCCAGACOCTGTCCACGATCAC 

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560 
1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------1 

clonaldp GTTGAGTGACCAGTGTTAGAATGTTCATACAACGAGGGTAGTATCCCACCGTGCGACTCCGACTAGOCTAGCGTCCAATCTTCTACGTCTCCTACCTATTCTGTACAAGCAGCACAAACATTCAATATCA 
PlklonaI GTTGAGTGACCAGTGTTAGAATGTTCATACAACGAGGGTAGTATCCCACCGTGCGACTCCGACTAGOCTAGCGTCCAATCTTCTACGTCTCCTACCTATTCTGTACAAGCAGCACAAACATTCAATATCA 

Consensus GTTGAGTGACCAGTGTTAGAATGTTCATACAACGAGGGTAGTATCCCACCGTGCGACTCCGACTAGOCTAGCGTCCAATCTTCTACGTCTCCTACCTATTCTGTACAAGCAGCACAAACATTCAATATCA 

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 lGGO 1670 1680 1690 
1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------1 

clonaldp AGCTACAGTAAAGCTCCATGGGGTCTTTCCGTCCTGTCGCGGGTAACCCGCATCTTCACGGGTATTTAAATTTCOCCGAGTCCCTCGTTGAGACAGTGCCCAGATCGTTACGCCTTTCGTGCGGGTCGGA 
P~clonaI AGCTACAGTAAAGCTCCATGGGGTCTTTCCGTCCTGTCGCGGGTAACCCGCATCTTCACGGGTATTTAAATTTCOCCGAGTCCCTCGTTGAGACAGTGCCCAGATCGTTACGCCTTTCGTGCGGGTCGGA 

Consensus AGCTACAGTAAAGCTCCATGGGGTCTTTCCGTCCTGTCGCGGGTAACCCGCATCTTCACGGGTATTTAAATTTCOCCGAGTCCCTCGTTGAGACAGTGCCCAGATCGTTACGCCTTTCGTGCGGGTCGGA 

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820 
1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------1 

clonaldp ACTTACCCGOCAAGGAATTTCGCTACCTTAGGACCGTTATAGTTACGGCCGCCGTTTACTGGGGCTTCAATTCGTACCTTCGCCGAAGCTAAGCOCTCCTTTTAACCTTCCAGCACCGGGCAGGCGTCAG 
PlklonaI ACTTACCCGOCAAGGAATTTCGCTACCTTAGGACCGTTATAGTTACGGCCGCCGTTTACTGGGGCTTCAATTCGTACCTTCGCCGAAGCTAAGCOCTCCTTTTAACCTTCCAGCACCGGGCAGGCGTCAG 

Consensus ACTTACCCGOCAAGGAATTTCGCTACCTTAGGACCGTTATAGTTACGGCCGCCGTTTACTGGGGCTTCAATTCGTACCTTCGCCGAAGCTAAGCOCTCCTTTTAACCTTCCAGCACCGGGCAGGCGTCAG 

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950 
1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------1 

clonaldp CCCCTATACTTCATCTTACGATTTTGCAGAAACCTGTGTTTTTGATAAACAGTCGCCTGGGCCTATTCACTGCGGCTCATGTTTTACCATGAGCOCCCCTTCTCCCGAAGTTACGGGGTCATTTTGCCGA 
P~clonaI CCCCTATACTTCATCTTACGATTTTGCAGAAACCTGTGTTTTTGATAAACAGTCGCCTGGGCCTATTCACTGCGGCTCATGTTTTACCATGAGCOCCCCTTCTCCCGAAGTTACGGGGTCATTTTGCCGA 

Consensus CCCCTATACTTCATCTTACGATTTTGCAGAAACCTGTGTTTTTGATAAACAGTCGCCTGGGCCTATTCACTGCGGCTCATGTTTTACCATGAGCOCCCCTTCTCCCGAAGTTACGGGGTCATTTTGCCGA 

1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080 
1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------1 

clonaldp GTTCCTTAACGAGGGTTCTCTCGCTCOCCTTAGTGTTCTCCACTCGOCTACCTGTGTCGGTTTGCGGTACGGGCAGTGTAATOCTTCCTAGAAGCTTTTCTCGGCAGTGTGOCGTCTCAGACTTCTCTAC 
PlklonaI GTTCCTTAACGAGGGTTCTCTCGCTCOCCTTAGTGTTCTCCACTCGOCTACCTGTGTCGGTTTGCGGTACGGGCAGTGTAATOCTTCCTAGAAGCTTTTCTCGGCAGTGTGOCGTCTCAGACTTCTCTAC 

Consensus GTTCCTTAACGAGGGTTCTCTCGCTCOCCTTAGTGTTCTCCACTCGOCTACCTGTGTCGGTTTGCGGTACGGGCAGTGTAATOCTTCCTAGAAGCTTTTCTCGGCAGTGTGOCGTCTCAGACTTCTCTAC 

2081 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210 
1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------1 

clonaldp TTTATTTCGATCCGCATCOCAGCTTGTCCTTATAGAAAAAAGCATTTCACTCTTTTCAAGACTTACTGCTTGCACGCACATATCCATCAGTGCGCATCTGGTAGCCTCCTGCGTCCCTCCATCGGTAATA 
P~clonaI TTTATTTCGATCCGCATCOCAGCTTGTCCTTATAGAAAAAAGCATTTCACTCTTTTCAAGACTTACTGCTTGCACGCACATATCCATCAGTGCGCATCTGGTAGCCTCCTGCGTCCCTCCATCGGTAATA 

Consensus TTTATTTCGATCCGCATCOCAGCTTGTCCTTATAGAAAAAAGCATTTCACTCTTTTCAAGACTTACTGCTTGCACGCACATATCCATCAGTGCGCATCTGGTAGCCTCCTGCGTCCCTCCATCGGTAATA 

2211 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340 
1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------1 

clonaldp ACGCATTACAACTGGTACAGGAATCTCAACCTGTTATCCATCGACTOCGCTTCTCAGCCTCGCCTTAGGTCCCGOCTAOCCCTGGGTGGACGAGCCTTCCCCAGGAAOCCTTAGTCATTCGGTGGACAGG 
PlklonaI ACGCATTACAACTGGTACAGGAATCTCAACCTGTTATCCATCGACTOCGCTTCTCAGCCTCGCCTTAGGTCCCGOCTAOCCCTGGGTGGACGAGCCTTCCCCAGGAAOCCTTAGTCATTCGGTGGACAGG 

Consensus ACGCATTACAACTGGTACAGGAATCTCAACCTGTTATCCATCGACTOCGCTTCTCAGCCTCGCCTTAGGTCCCGOCTAOCCCTGGGTGGACGAGCCTTCCCCAGGAAOCCTTAGTCATTCGGTGGACAGG 

2341 2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 
1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------1 

clonaldp ATTCTCACCTGTCTTTCGCTACTCATOCCGGCATTCTCOCTTGTAAGCGCTCCAGCAGTCCTTACGATCTOCCTTCGTCGCCCTTACAACGCTCTCCTATCGCGCACTTACGTGCOCCCGCAGTTTCGGT 
P~clonaI ATTCTCOCCTGTCTTTCGCTACTCATOCCGGCATTCTCOCTTGTAAGCGCTCCAGCAGTCCTTACGATCTOCCTTCGTCGCCCTTACAACGCTCTCCTATCGCGCACTTACGTGCOCCCGCAGTTTCGGT 

Consensus ATTCTCACCTGTCTTTCGCTACTCATOCCGGCATTCTCOCTTGTAAGCGCTCCAGCAGTCCTTACGATCTOCCTTCGTCGCCCTTACAACGCTCTCCTATCGCGCACTTACGTGCOCCCGCAGTTTCGGT 

2471 2480 2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600 
1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------1 

clonaldp AATATGTTTAGCCCCGGTOCATTTTCCGCGCAATGGCACTCGOCTAGTGAGCTATTACGCACTCTTTAAATGGTGGCTGCTTCTAAGCCAOCATCCTAGTTGTCTATGCACTATCOCATCGTTTTCCOCT 
PlklonaI AATATGTTTAGCCCCGGTOCATTTTCCGCGCAATGGCACTCGOCTAGTGAGCTATTACGCOCTCTTTAAATGGTGGCTGCTTCTAAGCCAOCATCCTAGTTGTCTATGCOCTATCOCATCGTTTTCCOCT 

Consensus AATATGTTTAGCCCCGGTOCATTTTCCGCGCAATGGCACTCGOCTAGTGAGCTATTACGCACTCTTTAAATGGTGGCTGCTTCTAAGCCAOCATCCTAGTTGTCTATGCACTATCOCATCGTTTTCCOCT 

2601 2610 2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720 2730 
1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------1 

clonaldp TAACATATATTTAGGGACCTTAOCTGGCGATCTGGGCTGTTCCCCTTTCGOCGGTGGATCTTATCACTCATCGTCTGACTCCCATTCATACATATCTGGCATTCGGAGTTTATCAAACTTTGGTAACCCG 
P~clonaI TAACATATATTTAGGGACCTTAOCTGGCGATCTGGGCTGTTCCCCTTTCGOCGGTGGATCTTATCACTCATCGTCTGACTCCCATTCATACATATCTGGCATTCGGAGTTTATCAAACTTTGGTAACCCG 

Consensus TAACATATATTTAGGGACCTTAOCTGGCGATCTGGGCTGTTCCCCTTTCGOCGGTGGATCTTATCACTCATCGTCTGACTCCCATTCATACATATCTGGCATTCGGAGTTTATCAAACTTTGGTAACCCG 

2731 2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800 2810 2820 2830 2840 2850 2860 
1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------1 

clonaldp AGATGGGCCCCTAGGCTTAACAGTGCTCTACCTCCAGTATGCTTATAATGAGGCTAGCCCTAAAGCTATTTCGGAGAGAACCAGCTATCTCCAAGTTCGTTTGGAATTTCACCGCTACCCACAGTTCATC 
PlklonaI AGATGGGCCCCTAGGCTTAACAGTGCTCTACCTCCAGTATGCTTATAATGAGGCTAGCCCTAAAGCTATTTCGGAGAGAACCAGCTATCTCCAAGTTCGTTTGGAATTTCACCGCTACCCACAGTTCATC 

Consensus AGATGGGCCCCTAGGCTTAACAGTGCTCTACCTCCAGTATGCTTATAATGAGGCTAGCCCTAAAGCTATTTCGGAGAGAACCAGCTATCTCCAAGTTCGTTTGGAATTTCACCGCTACCCACAGTTCATC 

2861 2870 2880 2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990 
1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------1 

clonaldp CGAGCATTTTTTAACATGCACCGGTTCGGACCTCCAGTAAGTTTTACCTCOCCTTCATCCTGOCCATGGGTAGGTCACTTGGTTTCGGGTCTACAGCATCGTOCTATTCGCGCTATTCACflCTCGCTTTC 
P~clonaI CGAGCATTTTTTAACATGCOCCGGTTCGGACCTCCAGTAAGTTTTACCTCOCCTTCATCCTGOCCATGGGTAGGTCACTTGGTTTCGGGTCTACAGCATCGTOCTATTCGCGCTATTCACOCTCGCTTTC 

Consensus CGAGCATTTTTTAACATGCACCGGTTCGGACCTCCAGTAAGTTTTACCTCOCCTTCATCCTGOCCATGGGTAGGTCACTTGGTTTCGGGTCTACAGCATCGTOCTATTCGCGCTATTCACACTCGCTTTC 

2991 3000 3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 3120 
1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------1 

clonaldp GCTGCGGCTCCGGTCTTTCCACCTTAOCCTCGCACGATOCCGTAACTCGCCGGTTCATTCTACAAAAGGCOCGCCATCOCCCATTAOCGGGCTCTGACTTCTTGTAGGCGTCGTGGTTTCAGGAACTATT 
~clonaI GCTGCGGCTCCGGTCTTTCCACCTTAACCTCGCACGATACCGTAACTCGCCGGTTCATTCTACAAAAGGCACGCCATCACCCATTAACGGGCTCTGACTTCTTGTAGGCGTCGTGGTTTCAGGAACTATT 

Consensus GCTGCGGCTCCGGTCTTTCCACCTTAOCCTCGCACGATOCCGTAACTCGCCGGTTCATTCTACAAAAGGCOCGCCATCOCCCATTAOCGGGCTCTGACTTCTTGTAGGCGTCGTGGTTTCAGGAACTATT 

3121 3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200 3210 3220 3230 3240 3250 
1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------1 

clonaldp TCOCTCCCCTTCCGGGGTGCTTTTCACCTTTCCCTCACGGTACTGGTTCACTATCGGTCACTAGGGAGTATTTAGCCTTACGGGATGGTCCCCGCAGATTCCGACCGGATTTCACGTGTCCGGCCGTOCT 
P~clonaI TCACTCCCCTTCCGGGGTGCTTTTCOCCTTTCCCTCOCGGTOCTGGTTCOCTATCGGTCACTAGGGAGTATTTAGCCTTACGGGATGGTCCCCGCAGATTCCGACCGGATTTCOCGTGTC 

Consensus TCACTCCCCTTCCGGGGTGCTTTTCACCTTTCCCTCACGGTACTGGTTCACTATCGGTCACTAGGGAGTATTTAGCCTTACGGGATGGTCCCCGCAGATTCCGACCGGATTTCACGTGTC •••••••••• 

33691 
H 

clonaldp CAG 
~clonaI 

Consensus 
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11.25. 
A

lineam
ientos pareados entre las secuencias inserto  

   

A e F G H 

Needle _ Length: 6474 
Identidad: 29.3%, 
Similitud: 29.3%, 

e Gaps: 63.7%, Score: 3240.0 
Water _ Length: 4507 
Identidad: 42% 
Similitud: 42%, Gaps: 47.7%, 
Score: 3243.5 
Needle _ Length: 4333 Needle _ Length: 6669 
Identidad: 41.9%, Identidad: 39.8%, 
Similitud: 41.9%, Similitud: 39.8 %, 
Gaps: 47.2%, Score: 3004.0 Gaps: 49.4%, Score: 4505.0 
Water _ Length: 4320 Water _ Length:6202 

F 

Identidad: 42% Identidad: 42.7% 
Similitud: 42%, Gaps: 47.7%, Similitud: 42.7 %, 
Score: 3005.5 Gaps: 45.6%, Score: 4509.0 
Needle _ Length: 3297 Needle _ Length: 6357 Needle _ Length: 4303 
Identidad: 47.4%, Identidad: 29.5%, Identidad: 40.1 %, 
Similitud: 47.4%, Similitud: 29.5%, Similitud: 40.1 %, 
Gaps: 39.7%, Score: 2789.5 Gaps: 63.0%, Score: 3151.5 Gaps: 48.9%, Score: 2959.0 
Water _ Length: 3274 Water _ Length: 4808 Water_Length: 4155 

G 

Identidad: 47.7% Identidad: 39.1 % Identidad: 41.5% 
Similitud: 47.7%, Similitud: 39.1 %, Similitud: 41.5%, 
Gaps: 39.2%, Score: 2789.5 Gaps: 51.0%, Score:3151.5 Gaps: 47.0%, Score: 2961.0 
Needle_Length: 4112 Needle _ Length: 6606 Needle_Length: 4814 Needle _ Length: 4044 
Identidad: 43.6%, Identidad: 38.1 %, Identidad: 44.7%, Identidad: 43.3%, 
Similitud: 43.6%, Similitud: 38.1 %, Similitud: 44.7%, Similitud: 43.4%, 
Gaps: 45.7%, Score: 3293.0 Gaps: 52.2%, Score: 4380.0 Gaps: 43.0%, Score: 3786.5 Gaps: 46.0%, Score: 3223.5 
Water_Length: 4107 Water _ Length: 5885 Water _ Length: 4780 Water _ Length: 4003 

H 

Identidad: 43.7% Identidad: 42.7% Identidad: 45.0% Identidad: 43.9% 
Similitud: 43.7%, Similitud: 42.7%, Similitud: 45.0%, Similitud: 43.9%, 
Gaps: 45.8%, Score: 3293.0 Gaps: 46.3%, Score:4384.0 Gaps:42.6 %, Score:3786.5 Gaps: 45.3%, Score:3227.5 
Needle _ Length: 3889 Needle_Length: 6812 Needle_Length: 4716 Needle _ Length: 3857 Needle _ Length: 4579 
Identidad: 39.9%, Identidad: 28.9%, Identidad: 40.4%, Identidad: 40.3%, Identidad: 38%, 
Similitud: 39.9%, Similitud: 28.9%, Similitud: 40.4%, Similitud: 40.3%, Similitud: 38%, 
Gaps: 47.7%, Score: 2164.0 Gaps: 62.8%, Score: 2803.5 Gaps: 48.6 %, Score: 2745.0 Gaps: 49.4%, Score: 2123.5 Gaps: 50.1 %, Score: 2256.5 
Water_Length: 3614 Water _ Length: 4897 Water _ Length: 4453 Water _ Length: 3672 Water _ Length:4366 
Identidad: 42.6% Identidad: 40.2% Identidad: 42.8% Identidad: 41. 7% Identidad:39.9 % 
Similitud: 42.6%, Similitud: 40.2%, Similitud: 42.8%, Similitud: 41. 7%, Similitud: 39.9%, 
Gaps: 43.9%, score: 2175.0 Gaps: 48.3%, Score: 2811.5 Gaps: 45.6%, Score: 2749.0 Gaps: 46.8%, Score: 2129.5 Gaps: 47.2%, Score: 2261.0 
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11.26. Cartel presentado en el XVI Congreso Nacional de Biotecnología y 
Bioingeniería, Guadalajara, Jalisco, México 2015.  

 

Eaboración de un banco metagenómico del 
queso Cotija e identificación de esteras as '--==. O 

~ 
f Ingrid Torres-Rodrígueza, Carlos M. Diaz-Vega, Rafael E. Hernández-Pérez, ~ 

Carolina Peña Montesll, Dolores Reyes-Duarteb y Maricarmen OlJirascº BarlJchll . 

si ád Nacional Autónoma de México, Fac. Química, Depto. Alimentos y Biotecnología, Cd, Universitaria, 04510, O.E México. 
guirabma@unam.mx, Te!. (S5) 5622-5305. 

b Universidad Autónoma Metropolitana-Cuajimalpa, Depto. Procesos y Tecnología, México, O.F. 05348. 

Introducción 
las bibliotecas metagenómicas son herramientas que exploran la 
información genética de organismos tanto cultivables como no 
cultivables de un hábitat. l El queso Cotija es un producto lácteo 
tradicional mexicano que se elabora con leche bronca, sin algún 
tratamiento térmico, y Que por sus características fisicOQuímicas 
permite el desarrollo de ciertos grupos microbianos, por lo que resulta 
un hábitat atractivo de estudio. 

Investigaciones anteriores en el grupo de trabajo han permitido aislar 
e identificar varios microorganismos lipolíticos. Sin embargo, no se ha 
explorado en su totalidad la capacidad esterasa de las bacterias del 
queso Cotija.2, 3 El objetivo de este trabajo fue elaborar una biblioteca 
metagenómica del Queso Cotija y hacer un escrutinio para buscar 
hidrolasas de ésteres carboxílicos. 

Metodología 
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Se construyó una biblioteca metagenómica que contiene 136,950 UFP, 
con un tamaño de inserto promedio de 5 kpb, por lo Que el tamaño de 
la biblioteca es apro)(imadamente de 0.685 Gpb. la biblioteca se 
amplificó a 22.65 Gpb. El análisis funcional de esterasas posibilitó el 
aislamiento de 13 clonas de apro)(imadamente 100,000 analizadas. En 
la Figura 1 se muestra la capacidad de hidrólisis de o-naftil acetato y 
de tributirina de algunas de las clonas. 

fig . l . (A) Ejemplo de tas UFP seleccionadas par hi<!r6Hsis (I·naftil {Fast Blue 
RR. (B) COIlflmlaCión de actividad esterasa en agar tributirina. 

Posteriormente, en las 13 clonas se determinó cualitativamente la 
actividad hidro!Ítica intra y extracelular en un ensayo en líquido contra 
a-naftil acetato. En la figura 2 se muestra Que las clonas A, C, F, G, H 
e I sobresalen por su actividad intracelular. 

Ext .. c .... la, 

"-1' CI - G 

Cl· H . , . , , , 
, , 
, " 

Fil. 2. Actividad hidrolitica intra y extracelular contra o·naftil acetato y Fast red. 

Los insertos de las clonas que presentaron mayor actividad, ya 
mencionadas, fueron secuenciados y se buscaron marcos de lectura 
abiertos (ORF) mediante GENEMARK para procariontes. Las secuencias 
codificantes fueron alineadas en la base de datos no redundante en el 
NCBI, base de datos de proteínas UniProt y bases de datos para 
esterasas (LED) (Tabla 1). 

Tabla. l . Tabla de anotación de ORF predichos para los insertos de las clonas. 

~rr.doxina 
0.0 "" A 

(368aal 
Propionibaderium lXidipropionld 

Oxldoreductasa 
(266 aa) 

00 ,'" 
Proteína de la fam lliide 

00 "". Propioniboderlum o"diproplonl,1 

e las InteifilSils (405 n i 

Proteína hlpotétl'" 
l e·149 ,'" Blf ldobacterlum 

(306 aal psychroerophUum 

Tfiln'lIOrtador de hierro 
2e·82 '" Corynebacterium fJlyclniphllum 

tlpo·ABC (221 ii) 

G 
PrOI.ina hillOtética (68 

4e_25 ,,. /(o<:urio rhizophi/o .. , 
H 

Po,foribosilamlna·¡Utlni 
0.0 ,,. /(o<:ur/o mor/no 

li¡an (430 ul 

Protein . hipotética 
3.·47 ' ''' Leurono.to<: mesenteroides 

(J8n) 

Las proteínas señaladas provienen de microorganismos identificados 
por secuenciación masiva del metagenoma del Queso Cotija. 

Conclusiones 
Se lograron identificar algunas proteínas que si bien hidrolizan o-naftil 
acetato y tributirina no son hidrolasas; por lo que existe la posibilidad 
de que se trate de enzimas con actividad promiscua. la exploración de 
la capacidad esterasa de la microbiota del Queso Cotija a través de la 
elaboración de un banco metagenómico permitió la identificación de 
nuevas enzimas con un potencial de aplicación en alimentos. 
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