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Resumen 

Las β-glucosidasas son enzimas que poseen actividad hidrolítica y transferasa o transglucosidasa. Tienen diversas aplica-
ciones; en la biosíntesis de oligosacáridos, producción de etanol utilizando residuos agrícolas y en la industria de vinos. La 
aplicación industrial, sin embargo, requiere estabilidad a temperaturas elevadas, por lo que los microorganismos termófilos 
tienen gran interés. El propósito de esta investigación es el de optimizar el medio de cultivo anaerobio de bacterias termófi-
las, para aumentar la producción de β-glucosidasas. Esta enzima es producida por tres aislados bacterianos: FT3, 2B y P5 los 
cuales fueron aislados de la región andina de Bolivia. El aislado bacteriano FT3 mostró una actividad β-glucosidasa de 0,35 
[UI/mL]. Se tomaron como variables dentro de la optimización del medio de cultivo las fuentes de nitrógeno y de carbono, 
y el pH. Así también se probaron dos sistemas de cultivo: células libres y encapsuladas. Empleando extracto de levadura 
como fuente de nitrógeno se obtuvo una actividad de 0,52 [UI/mL]. En la optimización del pH del medio de cultivo se ob-
tuvo una actividad de 0,81 [UI/mL] a pH 5. Como fuente de carbono se eligieron los hidrolizados de paja de trigo y paja de 
quinoa llegándose a obtener actividades de 1,27 y 1,34 [UI/mL] respectivamente. Se estableció que la localización celular 
de la enzima β-glucosidasa es extracelular y presenta estabilidad hasta una temperatura de 80 °C y un pH de 7.
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Abstract

The β-glucosidases possess hydrolytic and transferase activity or transglucosidase. They have various applications; such as 
biosynthesis of oligosaccharides, production of ethanol using agricultural residues and wine industry. However for industrial 
application, stability to high temperatures is needed. Therefore a great interesting in the thermophile microorganism study 
exist. The purpose of this research is to optimize the culture medium of thermophilic anaerobic bacteria to increase the 
production of β-glucosidase. This enzyme is produced by three isolate bacterial FT3, 2B and P5 which were isolated from 
the Andean region of Bolivia. FT3 isolate showed β-glucosidase activity of 0.35 [IU/mL]. In regards to the optimization of 
culture medium variables such as nitrogen source, carbon source and pH were taken into account and also the combina-
tion with free and encapsulated bacterial cells. Yeast extract was the selected source of nitrogen obtaining an activity of 
0.52 [IU/ mL]. The optimal pH was 5 obtaining an activity of 0.81 [IU/mL]. The selected carbon source was the hydroly-
zed wheat straw and quinoa straw obtaining activities of 1.27 and 1.34 [IU/mL], respectively. The cellular localization of 
β-glucosidase enzyme is extracellular and provides stability to temperature of 80 °C and stability at pH 7.
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Introducción 

Las β-glucosidasas (β-D-glucosido glucohidrolasa, EC 
3.2.1.21) son enzimas hidrolíticas que actúan sobre los 
enlaces glucosídicos β (1-4) de oligosacáridos, originan-
do como producto final monómeros de glucosa. La afi-
nidad de esta enzima disminuye al aumentar el grado 
de polimerización de los oligosacáridos, siendo inac-
tivos sobre los polímeros. Las β-glucosidasas también 
disponen de actividad transferasa o transglucosidasas 
por lo que pueden generar productos de mayor tama-
ño que los oligosacáridos iniciales, lo cual determina 
su utilización en la biosíntesis de los mismos. También 
participan en la hidrólisis de compuestos glicosilados 
por lo que se utiliza en las industrias de zumos de fru-
tas y derivados, siendo la más importante la industria 
vinera (hidrólisis de terpenoles glicosilados) potencian-
do el aroma (Palmeri et al., 2007). Otra aplicación es 
la producción de etanol a partir de residuos agrícolas 
(Sue et al., 2006). Las grandes posibilidades de apli-
cación de esta enzima promueven la investigación, el 
mejoramiento en la producción de las mismas y la con-
tribución a la disminución de la contaminación. 

Esta enzima generalmente es sintetizada por variedades 
de bacterias aerobias como Phanerochaete chrysospo-
rium (Li et al., 1998), Streptomyces sp. y hongos como 
Aspergillus oryzae (Riou et al., 1998), Achatina áulica, 
Periconia sp., Botryodiplodia theobromae. En los últi-
mos años se realizaron esfuerzos por buscar nuevas 
alternativas de fuentes de esta enzima que tengan es-
tabilidad extrema y es así que se han descrito bacterias 
cuyo metabolismo es anaerobio termófilo como: Clos-
tridium thermocellum (Gräbnitz et al., 1989), Thermoa-
naerobacter brockii (Breves et al., 1997), Thermophilic 
ethanologenesis (Taylor et al., 2009).

La inmovilización bacteriana en perlas de alginato de 
calcio ha sido un método bastante desarrollado o uti-
lizado con la finalidad de favorecer la producción de 

ciertas enzimas tales como β-galactosidasa (Bressel et 
al., 2008), glucosa oxidasa, catalasa (Blandino et al., 
2003) y otros metabolitos como el ácido láctico (Yoo 
et al., 1996). Por tanto, la inmovilización de bacterias 
podría significar un incremento en la producción de 
enzimas. 

Es por ello que esta investigación se centró en incre-
mentar la producción enzimática extracelular de las 
β-glucosidasas de bacterias anaerobias termófilas. El 
incremento de la producción está basado en la optimi-
zación de las condiciones físicas y químicas del cultivo, 
en sistemas inmovilizados y libres, para su posterior 
caracterización de la localización celular y estabilidad 
físico-química. 

Materiales y métodos 

Microorganismos y condiciones de cultivo 

Se utilizaron tres cultivos de bacterias termófilas anae-
robias procedentes de lodo de aguas termales de la re-
gión altiplánica de Bolivia (tabla 1) obtenidos mediante 
técnicas de Roller-tubes (aislado 2B del consorcio 2B), 
de cultivo bifásico (aislado FT3 del consorcio FT3), y 
por encapsulación en alginato de calcio (aislado P5 del 
consorcio FT3) (Ríos et al., 2007).

Los aislados bacterianos FT3, 2B, P5 fueron cultivados 
en el medio base mineral 11 que tiene la siguiente com-
posición por litro: 10 mL de solución A (NH4Cl 200 
g/L, NaCl 10 g/L, MgCl2*6H2O 10 g/L, CaCl2*2H2O 5 
g/L); 2ml de solución B (K2HPO4*3H2O 200 g/L); 1 mL 
de solución C (FeCl2*4H2O 1,5 g/L, HCl 25% 6,5 mL, 
H3BO3 60 mg/L, CaCl2*6H2O 120 mg/L, MnCl2*4H2O 
100 mg/L, Na2MoO4*2H2O 25 mg/L, NiCl2*6H2O 25 
mg/L, ZnCl2 70 mg/L, CuCl2*2H2O 15 mg/L); 1 mL 
de solución D (Na2SeO3 3 mg/L, NaOH 0,5 g/L); 30 
mL de solución E (NaHCO3 8.,5 g/100 mL); 0,1 mL de 

Tabla 1. Origen de las cepas bacterianas

Cepa Origen Localización geográfica

FT3 Chaquí Potosí
S 19°37.46,0”
W 65°34,302”

2B Aguas termales Capachos
S 17°53.483”
W 67°02,668”

P5 Chaquí Potosí
S 19°37.46,0”
W 65°34,302”
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solución F (Biotina 1 mg/L, PABA 5 mg/L, Vit. B12 5 
mg/L, Tiamina 10 mg/L); 0,2 mL de solución reductora 
G (Na2S*9H2O 2%), y como fuente de carbono xilano 
0,2% p/v (salvo otra fuente de carbono utilizada). El 
pH del medio fue 7,2 ± 0,2 (salvo otra modificación 
hecha en el trabajo).

Se estableció un sistema de anaerobiosis en los medios 
de cultivos a través de la gasificación con nitrógeno de 
los viales que contenían el medio de cultivo según la 
técnica de Hungate para cultivo de anaerobios (Miller 
y Wolin, 1974). Los cultivos fueron incubados a una 
temperatura de 60 °C por 7 días. A diferentes tiempos 
del cultivo se tomaron muestras con el fin de evaluar la 
evolución de la actividad enzimática y el crecimiento 
bacteriano. En este último caso, la cuantificación se 
realizó por medición de la densidad óptica a 560 nm 
en un espectrofotómetro.

Inmovilización en perlas de alginato 

La inmovilización en polímeros de alginato de calcio 
se realizó de acuerdo con la metodología propuesta 
por Casablanca et al. (2009).

Las bacterias inmovilizadas en polímeros de alginato 
fueron trasvasadas a un medio de cultivo en condicio-
nes anaerobias dentro de una cámara de anaerobiosis. 
Todo material y reactivo utilizado para este fin fue es-
terilizado por vapor a presión, excepto el alginato de 
sodio que fue irradiado con luz ultravioleta por 30 min. 

Optimización del medio de cultivo

Para la optimización del medio de cultivo se realiza-
ron variaciones de las fuentes de nitrógeno, carbono 
y pH. 

Optimización de la fuente de nitrógeno. Se realizó 
un diseño factorial 4x2, con cuatro fuentes de nitró-
geno (NaNO3, extracto de levadura, NH4Cl y urea) y 
dos sistemas de cultivos: células libres e inmovilizadas. 
La concentración de la fuente de nitrógeno se basó 
en el medio mineral 11, se realizó una variación del 
compuesto nitrogenado de la solución A, la cual fue 
utilizada como referencia de concentración para el 
cálculo de la cantidad de nitrógeno de los demás com-
puestos, de acuerdo con lo descrito por Casablanca et 
al. (2009).

Influencia del pH. Se realizó bajo el siguiente diseño 
factorial 6x2, con seis pH 10, 9, 8, 7, 6, 5 y dos siste-
mas de cultivos, células libres e inmovilizadas. 

Optimización de la fuente carbono. Se realizó un di-
seño factorial de 5x2, con cinco fuentes de carbono y 

dos sistemas de cultivos, células libres e inmovilizadas. 
Las fuentes de carbono fueron xilano e hidrolizados de 
paja de quinoa, cascarilla de arroz, paja de trigo y paja 
de soja. Las materias crudas fueron pretratadas por 
métodos químicos (hidrólisis alcalina, hidrólisis ácida y 
por pretratamiento con amonio) y uno físico (hidrólisis 
térmica) de acuerdo con lo descrito por Casablanca 
et al. (2009). En todos los casos, la concentración de 
los hidrolizados para utilizar en el medio de cultivo se 
estimó a partir de la valoración de la demanda química 
de oxígeno (DQO), tomándose como valor de referen-
cia el valor de DQO obtenido para el xilano 2% p/v, 
fuente de carbono del medio mineral 11 (Casablanca 
et al., 2009).

Actividad β-glucosidasa

Cuantificación de la actividad 

La cuantificación de la actividad β-glucosidasa se rea-
lizó por determinación de la cantidad de p-nitrofenol 
(pNP) liberado desde el p-nitrofenol-glucósido (pNPG) 
usado como sustrato. La reacción se llevó a cabo adi-
cionando 40 µL de la fuente enzimática (sobrenadante 
del cultivo, suspensión de bacterias sonicadas) en 0,46 
mL de pNP-glucósido (2,8 mM) y 0,5 mL de buffer ci-
trato (50 mM, pH 5), para un volumen final de 1 mL. 
La mezcla se incubó a 80 °C durante 30 min. Una vez 
finalizado el tiempo y enfriada a temperatura ambiente 
se realizó la lectura. El pNP liberado fue medido espec-
trofotométricamente a 405 nm. El coeficiente de ex-
tinción molar utilizado para el pNP fue de 0,0002 µM 
cm-1. La unidad de actividad enzimática [U] se definió 
como la cantidad de enzima capaz de liberar 1 µmol 
de pNP por minuto bajo las condiciones ensayadas. 
Todas las mediciones fueron realizadas por triplicado.

Localización celular 

La localización celular de la enzima se realizó por me-
dición de actividades tanto intra como extracelulares 
de la enzima. La cuantificación de la actividad intra-
celular de la enzima se basó en la lisis de la bacteria 
mediante un método físico (sonicación). La amplitud 
de sonicación empleada fue de 20% durante 5 min. 

Se cultivó el aislado bacteriano FT3 en medio mine-
ral 11, en un cultivo batch con fuente de nitrógeno 
y fuente de carbono que fueron seleccionadas de la 
optimización del medio de cultivo, del cual se realizó 
una cinética enzimática tanto intracelular como extra-
celular total de la enzima. A diferentes tiempos del cul-
tivo se tomaron 2 mL de muestras con el fin de realizar 
un seguimiento de la actividad enzimática, las cuales 
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fueron repartidas a 1 mL en distintos tubos. La primera 
muestra se centrifugó a 10.000 rpm teniendo dos fases 
de la cual se tomó el sobrenadante (enzimas extracelu-
lares); la segunda muestra fue el pelet del centrifugado 
resuspendido en solución fisiológica en la misma canti-
dad que el sobrenadante para luego sonicarlo a 5 min 
y 20% de amplitud, siendo esa muestra centrifugada 
a las mismas revoluciones (liberación de la enzima) 
rescatando el sobrenadante (enzimas intracelulares) y, 
por último, la tercera muestra se sonicó en las mismas 
condiciones para luego centrifugarla y obtener el so-
brenadante (enzimas totales). En todos los casos, se 
realizó la medición de la actividad β-Glucosidasa.

Caracterización de la estabilidad de la enzima 

La caracterización de la estabilidad de la enzima a 
temperatura y pH del medio de reacción se realizó en 
los extractos enzimáticos obtenidos del aislado bacte-
riano FT3 por métodos ya descritos anteriormente. 

La influencia de la temperatura en la actividad enzimá-
tica se determinó en un rango de 30 °C a 90 °C por 
medición del producto de la reacción. El efecto de la 
temperatura sobre la actividad enzimática se estudió 
incubando 40 µL extracto enzimático con 460 µL de 
sustrato pNPG (2.8 mM) y 500 µL buffer citrato (50 
mM, pH 5); la mezcla homogénea se incubó a distin-
tas temperaturas 30, 40, 50, 60, 70, 80 y 90 °C por un 
espacio de 30 min. 

El efecto del pH en la actividad enzimática se estu-
dió a 80 °C, realizando variaciones del pH del medio 
de reacción desde 3 hasta 10 consecutivamente; la 
influencia del pH en la estabilidad de la enzima fue 
estudiada por la exposición del extracto enzimático a 
distintos valores de pH como son: 3 (buffer citrato de 
sodio 0,05 M), 4, 5 (buffer acetato de sodio 0,05 M), 6, 
7, 8 (buffer fosfato de sodio 0,05 M), 9 (buffer cloruro 
de amonio 0,05 M) y 10 (buffer carbonato de sodio 
0,05 M) todos en una cantidad de 500 µL con 460 
µL de sustrato pNPG (2,8 mM) y 40 µL de extracto 
enzimático, para un volumen final de 1 mL. Todas las 
mezclas homogéneas fueron sometidas a 80 °C duran-
te 30 min; una vez finalizado el tiempo y enfriada a 
temperatura ambiente se realizó la lectura.

Resultados 

Los aislados bacterianos FT3, 2B y P5 procedentes 
de muestras de lodos de aguas termales del altipla-
no Boliviano fueron sometidos a una selección con 
base en dos criterios: el crecimiento en medio sólido 
y la capacidad hidrolítica o actividad β-glucosidasa. La 
cepa FT3 mostró capacidad de crecer en medio sólido 

(formación de colonias) y una actividad hidrolítica de 
aproximadamente 0,35±0,03 [UI/mL], siendo esta ac-
tividad superior a los aislados bacterianos 2B y P5 que 
mostraron actividades de 0,23±0,08 y 0,29±0,05 [UI/
mL] respectivamente. 

El aislado FT3, fue inmovilizado y cultivado en medio 
mineral 11 con xilano como fuente de carbono y rea-
lizando la variación de la fuente de nitrógeno (NH4-

Cl) por compuestos de distinta naturaleza como son: 
extracto de levadura, urea y nitrato de sodio; las ac-
tividades β-glucosidasas presentadas son 0,52±0,07; 
0,40±0,04; 0,29±0,1 [UI/mL] respectivamente (figura 
1), mostrando una actividad superior con el extracto 
de levadura por lo que es seleccionado para los si-
guientes experimentos.

Figura 1. Influencia de la fuente de nitrógeno sobre la activi-
dad enzimática.

Así también se evidenció la biomasa del aislado FT3 
en las perlas de alginato de calcio, por el cambio de 
coloración de las perlas que pasaron de incoloras a 
blanquecinas (figura 2). Dentro de un determinado 
tiempo las perlas de alginato que contenían a las bac-
terias llegaron a sobresaturarse y tendieron a salirse; 
la cantidad de bacterias en las perlas se evidenció por 
el tamaño del color de la misma, así también la sobre-
saturación, siendo las perlas aproximadamente de un 
solo tamaño.

Las β-glucosidasas en sistemas de cultivos libres no 
presentaron actividades superiores a los cultivos de 
bacterias inmovilizadas (tabla 2), pero los resultados 
también indican que el extracto de levadura en ambos 
casos indujo a la producción de β-glucosidasas.

El crecimiento bacteriano de células inmovilizadas de-
pende de la estabilidad de las perlas en el medio de 



70 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XIII No. 1  Julio 2011  66-72

cultivo, por lo que se realizó una optimización de la 
influencia del pH en la producción enzimática y esta-
bilidad de la perla. A pH alcalino las perlas de alginato 
no fueron estables llegando a desintegrarse en el lapso 
de 2 días, siendo las actividades enzimáticas de 0,58 
±0,1; 0,50±0,12 y 0,40±0,08 [UI/mL] a pH de 10, 9 y 
8 respectivamente (figura 3). 

Las bacterias inmovilizadas en perlas fueron consisten-
tes y estables cuando se trabajó a pH ácidos. Las activi-
dades enzimáticas del aislado FT3 fueron de 0,46±0,1 
y 0,81±0,05 [UI/mL] a pH 6 y 5 respectivamente. Te-
niendo una óptima actividad a pH 5. En los sistemas 
de cultivos de células libres las actividades enzimáticas 
se vieron afectadas presumiblemente porque existe un 

contacto directo del medio de cultivo con las bacte-
rias, siendo las enzimas inestables a pH extremos. 

El aislado FT3 mostró una actividad hidrolítica sobre 
los residuos agrícolas (hidrolizados) utilizados como 
fuente de carbono. Presentando una actividad aproxi-
mada de 1,34±0,03 [UI/mL] con hidrolizado de paja de 
quinoa y 1,27±0,07 [UI/mL] con hidrolizados de paja 
de trigo (Bernadette et al., 2003); estas actividades fue-
ron superiores en comparación con las otras fuentes 
carbonadas del hidrolizado de cascarilla de arroz con 
una actividad de 0,63±0,09 [UI/mL] y 0,40±0,1[UI/mL] 
con hidrolizado de paja de soja (figura 4). Siendo estas 
actividades la suma de la optimización de la fuente de 
nitrógeno y carbono.

Figura 2. Diferencia del crecimiento de bacterias inmovilizadas

Tabla 2. Comparación entre sistemas de cultivos

Cel. Inmovilizadas Cel. Libres

Actv. Desv. Estándar Actv. Desv. Estándar

NH4Cl 0,35 [UI/mL] 0,02 0,34 [UI/mL] 0,01

Ext. Lev 0,52 [UI/mL] 0,07 0,38 [UI/mL] 0,02

NaNO3 0,29 [UI/mL] 0,1 0,30 [UI/mL] 0,08

Urea 0,4 [UI/mL] 0,04 0,32 [UI/mL] 0,01
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obtuvo una mayor actividad a pH 7. Se han reportado 
datos similares (Parry et al., 2001).

Discusión 

Nuestros resultados muestran que el aislado bacteriano 
termófilo FT3 es productor de la enzima β-glucosidasa 
con una actividad de 0,35 [UI/mL], una actividad muy 
similar a la reportada por Piromyces sp (Bernadette et 
al., 2003).

La inmovilización realizada incrementa la producción 
extracelular de las β-glucosidasas siendo estas excreta-
das al medio de cultivo. Distintos estudios indican que 
la inmovilización es una barrera de protección que evi-
ta el contacto directo con el medio de cultivo, siendo 
una forma para que las bacterias produzcan enzimas 
extracelulares (Ivanova et al., 2000), la porosidad de 
la perla también es un factor predisponente (Ingar et 
al., 2005).

Cuando se sometió al aislado bacteriano FT3 a un 
cambio de fuente de nitrógeno utilizando extracto de 

Figura 3. Influencia del pH en la actividad enzimática

Figura 4. Influencia de la fuente carbonada sobre la activi-
dad enzimática.

Figura 5. Actividades intracelulares y extracelulares.

Figura 6. Caracterización de la estabilidad de la enzima β-glucosidasa.

En cuanto a la localización celular de la enzima se 
obtuvo que es extracelular (figura 5) mostrando 
una actividad superior con respecto a la actividad 
β-glucosidasa intracelular.

La actividad óptima para la liberación de la glucosa 
del pNPG es a 80 °C (Ying et al., 2007), disminuyendo 
la actividad a temperaturas más elevadas (figura 6). Se 
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levadura, el nivel de actividad enzimática se incremen-
tó a un 50% de la actividad inicial.

Aunque cultivos en batch en extracto de levadura mos-
traron un incremento notable del nivel de actividad 
β-glucosidasa, el cambio de fuente de carbono dio un 
incremento de hasta tres veces.

Para experimentos posteriores será necesario definir 
con mayor precisión las condiciones óptimas de la 
inmovilización, hablando tanto de la porosidad como 
del tamaño de cada perla para la producción de enzi-
mas extracelulares. 
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