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Resumen 

 Los fucoidanos son polisacáridos sulfatados ricos en fucosa constituyentes de la 

pared celular de las algas pardas. Si bien se ha demostrado que los fucoidanos presentan 

un amplio espectro de actividades biológicas, su naturaleza heterogénea resulta un 

obstáculo para su utilización para el desarrollo de agentes terapeúticos. Los fucoidanos 

nativos, al tener un alto peso molecular, presentan una baja permeabilidad a nivel 

intestinal y por lo tanto una baja biodisponibilidad. Por el contrario, los productos de 

bajo peso molecular obtenidos a partir del tratamiento de hidrólisis enzimática con 

enzimas fucoidanasas (sinónimo fucanasas), permite obtener oligosacáridos sulfatados 

de estructura más definida, con mayor solubilidad y con bioactividades similares al 

fucoidano sin digerir, o incluso mayores. El objetivo general de este trabajo fue 

prospectar enzimas fucoidanasas en una comunidad microbiana de sedimentos 

Subantárticos, que puedan ser utilizados para la producción fuco-oligosacáridos a partir 

de fucoidanos de algas pardas de ambientes costeros de la Patagonia. Secuencias 

homólogas a enzimas de las familias CAZy GH107 (endo-α-1,4-L-fucanasa, endo-α-1,3-L-

fucanasa) y GH168 (endo-α-1,4-L-fucanasa) fueron identificadas en un metagenoma de 

sedimentos intermareales de Bahía Ushuaia, mediante el uso de perfiles ocultos de 

Markov construídos a partir de alineamientos de la región correspondiente al módulo 

catalítico de las secuencias depositadas en estas familias. Se identificaron en el 

metagenoma 7 secuencias relacionadas con la familia GH107 y 22 secuencias con la 

familia GH168, de las cuales 5 y 18 secuencias se encontraban completas 

respectivamente. La asignación taxonómica de las secuencias identificadas y sus 

respectivos scaffolds sugirió que la mayoría de ellas provendrían de organismos 

pertenecientes al phylum Planctomycetota (80 % relacionadas a enzimas GH107 y 38 % 

a GH168). Basados en resultados de análisis in silico, fueron seleccionadas cuatro 

secuencias homólogas a miembros de la familia GH107 para su clonado y posterior 

expresión en Escherichia coli. Se obtuvo una alta producción de las enzimas en la 

fracción soluble mediante la expresión a baja temperatura. La actividad enzimática fue 

estudiada mediante la técnica de C-PAGE, utilizando como sustrato fucoidanos 

provenientes de ocho especies de algas pardas de la costa patagónica. De las secuencias 

expresadas, la enzima #113643 (potencialmente proveniente de un miembro del 
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phylum Plactomycetota), de 42 kDa, exhibió una alta actividad catalítica frente a 

fucoidanos de la especie de alga parda Macrocystis pyrifera. Los productos de 

degradación fueron observados a partir de los 30 s de incubación a 25 °C, en un amplio 

rango de temperaturas (5 – 45 °C), salinidades (9,5 – 861 mM NaCl) y pH (4,5 – 9). Los 

productos de bajo peso molecular resultantes de la catálisis estarían conformados 

principalmente por una mezcla de oligosacáridos de 3, 6 y 7 unidades de fucosa mono- 

y disulfatadas. Las características biocatalíticas de la enzima #116343 le otorgan un gran 

potencial para la obtención de fuco-oligosacáridos, los cuales serán evaluados para la 

determinación de sus propiedades bioactivas y potenciales aplicaciones biotecnológicas. 

Por otra parte, los resultados obtenidos en esta Tesis doctoral incrementan nuestro 

conocimiento sobre la diversidad de microorganismos con potencial para degradar 

fucoidanos presentes en comunidades microbianas de los sedimentos intermareales de 

un ambiente Subantártico, particularmente de organismos de difícil cultivo de los que 

poco se conoce sobre sus capacidades para asimilar fucoidanos.   
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Abstract 

 Fucoidans are fucose-rich sulfated polysaccharides that are constituents of the 

cell wall of brown algae. Although fucoidans have been shown to have a broad spectrum 

of biological activities, their heterogeneous nature is an obstacle to their use for the 

development of therapeutic agents. Native fucoidans, having a high molecular weight, 

have low intestinal permeability and therefore low bioavailability. On the contrary, the 

low molecular weight products obtained from the enzymatic hydrolysis treatment with 

fucoidanase enzymes (synonymous fucanases), allow obtaining sulfated 

oligosaccharides with a more defined structure, with greater solubility and with 

bioactivities similar to undigested fucoidan, or even higher. The general objective of this 

work was to prospect for fucoidanase enzymes in a microbial community of Subantarctic 

sediments, which can be used for the production of fuco-oligosaccharides from 

fucoidans of brown algae from coastal environments in Patagonia. Homologous 

sequences to enzymes of the CAZy GH107 (endo-α-1,4-L-fucanase, endo-α-1,3-L-

fucanase) and GH168 (endo-α-1,4-L-fucanase) families were identified in a metagenome 

of intertidal sediments from Bahía Ushuaia, using hidden Markov profiles built from 

alignments of the region corresponding to the catalytic module of the sequences 

deposited in these families. Seven sequences related to the GH107 family and 22 

sequences related to the GH168 family were identified in the metagenome. Of them, 5 

and 18 sequences were complete respectively. The taxonomic assignment of the 

identified sequences and their respective scaffolds suggested that most of them would 

come from organisms belonging to the phylum Planctomycetota (80 % related to GH107 

enzymes and 38 % to GH168). Based on in silico analysis results, four sequences 

homologous to members of the GH107 family were selected for cloning and subsequent 

expression in Escherichia coli. A high production of the enzymes in the soluble fraction 

was obtained by expression at low temperature. Enzymatic activity was studied using 

the C-PAGE technique, using fucoidans from eight species of brown algae from the 

Patagonian coast as substrate. Of the expressed sequences, the 42 kDa enzyme #113643 

(potentially from a member of the phylum Plactomycetota) exhibited high catalytic 

activity against fucoidans from the brown alga species Macrocystis pyrifera. Degradation 

products were observed after 30 s of incubation at 25 °C, in a wide range of 
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temperatures (5 - 45 °C), salinities (9.5 - 861 mM NaCl) and pH (4.5 - 9). The low 

molecular weight products resulting from the catalysis would be made up mainly of a 

mixture of oligosaccharides of 3, 6 and 7 mono- and disulphated fucose units. The 

biocatalytic characteristics of the #116343 enzyme give it great potential for obtaining 

fuco-oligosaccharides, which will be evaluated to determine their bioactive properties 

and potential biotechnological applications. On the other hand, the results obtained in 

this doctoral thesis increase our knowledge about the diversity of microorganisms with 

the potential to degrade fucoidans present in microbial communities of intertidal 

sediments of a Subantarctic environment, particularly organisms that are difficult to 

culture and little is known about their abilities to assimilate fucoidans.  
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1.1. Las algas 

 El término algas se aplica a un numeroso y diverso conjunto de organismos 

fotosintéticos. Estos organismos comparten las características de ser talófitos, que a 

diferencia de las plantas vasculares carecen de raíces, hojas y tallos (Delwiche., 2007). 

Una característica en común en las algas es la presencia de clorofila a, si bien existen 

particularidades para cada división algal. Entre ellas, se destaca la presencia de otros 

pigmentos tales como clorofilas b, c ó d, ficobiliproteínas, entre otros,  junto con la 

composición química de la pared celular y de los productos de reserva (Davis et al., 

2003). Dentro de las macroalgas, se encuentran tres grandes grupos: algas verdes 

(Chlorophyta), pardas (Ochrophyta, clase Phaeophyceae) y rojas (Rhodophyta).    

1.1.1. Las algas pardas 

 El phylum Ochrophyta se encuentra dividido en 17 clases de acuerdo a la base de 

datos AlgaeBase (http://www.algaebase.org), el cuál incluye algas herocontas, es decir, 

que presentan células con dos flagelos desiguales. Las algas pardas se encuentran 

incluidas dentro de la clase Phaeophyceae, la cual incluye organismos taxonómicamente 

diversos y ecológicamente importantes en los ambientes marinos (Charrier et al., 2012), 

siendo muy abundantes en zonas costeras templado-frías (Rioux y Turgeon, 2015). 

Comprende aproximadamente 2.040 especies, agrupadas en 20 órdenes y 265 géneros 

(Bringloe et al., 2020; Guiry y Guiry, 2017, Hakim y Patel, 2020, Figura 1.1.). Los órdenes 

Dictyotales, Ectocarpales, Fucales, Sphacelariales y Laminariales contienen el mayor 

número de especies (Figura 1.1.).  

 Las algas pardas presentan diversas variaciones morfológicas abarcando desde 

formas filamentosas microscópicas hasta organismos que pueden tener hasta 50 m de 

longitud (Wehr, 2015). Estos organismos se multiplican por reproducción asexual y 

sexual; tanto las zoosporas como las gametas presentan dos flagelos desiguales, 

característica que los incluye dentro del supergrupo Heterocontas (Reviers et al., 2007).  

 Todos los miembros de la clase Phaeophyceae presentan clorofila a, c1 y c2, β-

caroteno, diatoxantina y fucoxantina como pigmentos fotosintéticos (Wehr, 2015). El 

color marrón característico de estos organismos se debe a que el pigmento fucoxantina 

enmascara a los restantes pigmentos.  

http://www.algaebase.org/
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Figura 1.1. Filogenia de los órdenes de algas pardas basado en 12 marcadores moleculares. 
Entre paréntesis se indica el número de especies que contiene cada orden de acuerdo a la base 
de datos AlgaeBase (Guiry y Guiry, 2020). CAP: ancestro común de las algas pardas; SSDO: clado 
constituido por Sphacelariales, Syringodermatales, Dictyotales y Onslowiales; BACR: corona de 
algas pardas. Fuente: Bringloe et al., 2020. 

 Dentro de la clase Phaeophyceae se incluyen especies con diferencias en 

longevidad. Las especies que presentan ciclos de vida restringidos a un período de 

tiempo de un año son llamadas especies anuales, mientras que aquellas que pueden 

encontrarse durante más de un año son llamadas perennes (Asensi, 2012). Las especies 

perennes pueden formar importantes poblaciones denominadas bosques (por ejemplo 

la especie Macrocystis pyrifera) o praderas (especies de los géneros Lessonia y 

Durvillaea) [Mendoza y Nizovoy, 2000]. 

 La distribución geográfica de estos organismos resulta muy amplia, abarcando 

desde regiones tropicales a polares. Las mayoría de las algas pardas se encuentran 

presentes en el Atlántico noroeste, centro-oeste y suroeste, y en el Pacífico centro-este 

y suroeste (Hakim y Patel, 2020). Estas algas son más diversas y abundantes en los 

ambientes fríos, en donde se encuentran sus representantes de mayor tamaño (especies 

de los órdenes Laminariales y Desmarestiales). En Argentina, estudios de biodiversidad 

realizados por Luizzi y colaboradores (2011) a lo largo de la zona costera, indicaron una 

clara tendencia de disminución de la biodiversidad a medida que la latitud disminuye, 

siendo la mayor riqueza de especies observada en el Sur Patagónico (45 – 54 ° S). 
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1.1.1.1. Importancia de las algas pardas en los ambientes costeros 

 Las algas pardas juegan un rol fundamental en el funcionamiento de los 

ecosistemas marino-costeros. En particular, diversas especies pertenecientes a los 

órdenes Laminariales, Tilopteridales, Fucales y Desmarestiales se han propuesto como 

ingenieros ecosistémicos (Bringloe et al., 2020). Los ingenieros ecosistémicos son 

organismos cuya presencia altera su entorno y/o modifica el flujo de nutrientes, creando 

o modificando hábitats, influyendo de esta manera en las especies asociadas (Mullan 

Crain y Bertness, 2006). Un claro ejemplo lo constituyen los bosques de la especie M. 

pyrifera, dado que proveen refugio y sustrato a una gran variedad de organismos (Luizzi 

et al., 2011).  

 Otro aspecto de importancia ecológica se encuentra relacionado con el rol que 

cumplen las macroalgas en el ciclado del carbono. Durante el proceso fotosintético las 

algas fijan el dióxido de carbono ambiental, pudiendo capturar altos niveles de CO2 por 

unidad de área (Mongin et al., 2016; Jagtap et al., 2021). Parte de la biomasa generada, 

es transferida a los sedimentos, contribuyendo al almacenamiento del CO2 fijado, o bien, 

puede ser degradada por bacterias heterotróficas (Hardison et al., 2010). Estas 

características determinan a las algas pardas como organismos que contribuyen a la 

mitigación de los efectos del cambio climático global.  

1.1.1.2. Especies de algas pardas con valor ecológico y económico en los ambientes 

costeros Patagónicos 

 Los ambientes subantárticos de la Patagonia contienen una alta diversidad de 

algas pardas, y algunas especies como M. pyrifera (Laminariales, Lessoniaceae) forman 

grandes bosques que alcanza altas biomasas (Vanella et al., 2007; Luizzi et al., 2011). La 

distribución de esta especie abarca las costas de Chubut, Santa Cruz, Tierra del Fuego, 

Islas Malvinas e Islas Georgias del Sur. Otra especie de alga parda de gran abundancia es 

Undaria pinnatifida (Laminariales, Alariaceae), una especie nativa del noroeste de Asia 

(China, Japón y Corea del Sur), que fue detectada por primera vez en la ciudad de Puerto 

Madryn en el año 1992 (Casas et al., 2004). Su desarrollo ha cambiado significativamente 

el ecosistema costero Patagónico, como por ejemplo, modificando la estructura de las 

comunidades de algas locales y de la fauna bentónica asociada (Irigoyen et al., 2010). La 

especie U. pinnatifida se encuentra también en las costas de Mar del Plata, Bahía 
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Camarones y en las bahías del norte del golfo San Jorge hasta la ría de Puerto Deseado 

(Dellatorre et al., 2014). Esta especie es el recurso algal más abundante de la costa 

Patagónica, alcanzando más de 5 kg/m2 (Balquinta et al., 2022; Raffo et al., 2022). 

1.1.1.3. Potencial biotecnológico de las algas pardas 

 Las algas pardas son consideradas como una importante fuente de compuestos 

biológicamente activos con efectos benéficos para la salud humana (Lopez-Hortas et al., 

2021). Entre los compuestos bioactivos presentes en las algas pardas, los polisacáridos 

son de especial interés debido a sus propiedades físico-químicas (Synytsya et al., 2015). 

La concentración de los compuestos bioactivos depende de múltiples factores, 

relacionados con las condiciones de crecimiento, temperatura del agua, contenido de 

sal, nutrientes y luz (Kadam et al., 2013). 

1.1.1.4. La pared celular de las algas pardas 

  Las paredes celulares de las algas pardas presentan un alto contenido de 

polisacáridos, los cuales pueden representar entre un 5 y 76 % del peso del alga seca 

(Hentati et al., 2020; Sasaki y Yoshikuni, 2022). Si bien la estructura de la pared celular 

ha sido estudiada en pocas especies de algas pardas, el modelo actual describe su 

conformación por dos capas, donde una de ellas consiste en un esqueleto de 

microfibrillas de celulosa y hemicelulosa, siendo, ambos componentes responsables de 

la rigidez (Sasaki y Yoshikuni, 2022). Por otro lado, la capa restante está constituida por 

una matriz amorfa conformada por alginatos y fucoidanos. Los fucoidanos y los alginatos 

abarcan la porción principal de la pared celular, constituyendo hasta un 45 % del peso 

seco (Trang et al., 2022). En la Figura 1.2. se representa un modelo hipotético de la 

estructura de la pared celular de un alga parda del orden Fucales (Deniaud-Bouet et al., 

2014; Mazéas et al., 2023), donde se pueden observar los componentes anteriormente 

mencionados, como así también proteínas, iones yoduro y fenoles.  
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Figura 1.2. Modelo de la pared celular de algas pardas del orden Fucales. Los alginatos y los 
fucoidanos constituyen los principales polisacáridos. Fuente: Mazéas et al., 2023.  

1.1.1.4.1. Función y estructura de los fucoidanos 

 Si bien han sido pocos los estudios sobre la organización y rol de los fucoidanos 

en las algas pardas, los trabajos publicados al momento sugieren que los fucoidanos 

estarían implicados en evitar la deshidratación de las algas durante exposiciones 

prolongadas al aire, lo que podría explicar el mayor contenido de estos compuestos en 

especies presentes en la zona del intermareal (Black et al., 1952; Holtkamp et al., 2009).  

 Se han observado variaciones en el contenido de fucoidanos entre organismos 

de distintas especies como así también dentro de una misma especie a lo largo de su 

ciclo de vida. Estos compuestos pueden representar 0,1 a 20 % del peso seco en tejidos 

tisulares (Zvyagintseva et al., 2003), mientras que en tejidos implicados en la 

reproducción puede encontrarse entre 1,4 y 69 % (Bruhn et al., 2017). El porcentaje de 

69 % fue registrado en esporofilos de la especie U. pinnatifida (Mak et al., 2013) el cual 

corresponde a tejidos implicados en la formación de las zoosporas.   

 Con respecto a su estructura química, los fucoidanos son polisacáridos sulfatados 

ricos en fucosa (FCSPs por sus siglas en inglés Fucose Containing Sulfated 

Polysaccharides), la cual puede representar hasta un 90 % de los azúcares componentes 

(Zayed et al., 2020). La presencia de grupos éster sulfato les otorga carga neta negativa 

responsable de sus características aniónicas. Los fucoidanos presentan una amplia 

diversidad estructural, que incluyen el peso molecular, la composición de 
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monosacáridos, los tipos de unión y el grado de sulfatación y/o acetilación (Ale y Meyer, 

2012).  

 Los fucoidanos son polisacáridos especie-específicos, esto significa que cada 

especie sintetiza un fucoidano ó una serie de fucoidanos con estructuras características 

(Ermakova et al., 2015; Nagao et al., 2018). Hasta el momento, no se ha determinado la 

estructura de los fucoidanos de la mayor parte de las especies de algas pardas. Además, 

aún no se ha estudiado en profundidad el proceso de biosíntesis de los fucoidanos, lo 

cual permitiría comprender porqué algunas especies sintetizan un único tipo de 

fucoidano, mientras que otras sintetizan un complejo de dichos polisacáridos que se 

diferencian en la composición de monosacáridos y de grupos sustituyentes (Skriptsova, 

2015). Por otro lado, la composición química puede variar de acuerdo a la estación de 

cosecha de alga, la ubicación geográfica, el hábitat, las condiciones ambientales y el 

método de extracción de fucoidanos que se aplique (Sasaki y Toshikuni, 2022; Hentati 

et al., 2020). 

 Dependiendo de la estructura de la cadena central, los fucoidanos pueden ser 

categorizados como α-(13)- ó α-(13)/(14)- (Usov et al., 2022). Los fucoidanos con 

uniones α-(13)- presentan un esqueleto de residuos de α-L-fucosa unidos mediante 

enlaces α-(13)-O-glicosídicos (Trang et al., 2022, Figura 1.3.A). Este patrón suele estar 

presente en fucoidanos de especies de los órdenes Laminariales, Chordales y 

Ectocarpales (Ale y Meyer, 2012; Shen et al., 2020). Los fucoidanos α-(13)/(14)- 

presentan un esqueleto de uniones α-(13) y α-(14)- entre los residuos de fucosa 

(Bilan et al., 2002, Figura 1.3.B), y suelen encontrarse en algas pardas del orden Fucales 

(Shen et al., 2020), aunque también en algunas especies de dicho orden se han 

identificado enlaces α-(1→2)- (Hentati et al., 2020). El grupo estructuralmente más 

diverso de fucoidanos son los galactofucanos sulfatados, los cuales presentan una 

compleja estructura con alto contenido de fucosa y galactosa con variaciones en los 

tipos de unión glicosídica (Trang et al., 2022).  
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Figura 1.3. Modelos de la estructura química de fucoidanos de dos especies de algas pardas. 

A) La cadena principal está constituída por residuos de L-Fucp con enlaces α-(13)- ramificados 
en C2. Los grupos sulfato se suelen encontrar en el C2 y/ó en C4. Este es un modelo 
representativo de especies de los órdenes Laminariales, Ectocarpales y Chordales. B) Unidades 

repetitivas de residuos de L-Fucp unidos mediante enlaces glicosídicos alternantes α-(14)- y 

α-(13)-. Los grupos sulfato se pueden encontrar en la posición C2, C3 y/ó en C4. Es un patrón 
característico de algunas especies pertenecientes al orden Fucales. En ambos casos pueden 
encontrarse otros azúcares minoritarios tales como manosa o galactosa y grupos acetilo. Fuente: 
Zayed et al., 2020. 

 Los residuos de α-L-fucosa a menudo se encuentran sustituidos por grupos 

sulfato, grupos acetilo u otros monosacáridos (Figura 1.3. y Figura 1.4.). En las especies 

del orden Laminariales, los grupos éster sulfato suelen encontrarse en las posiciones C2 

y/ó en C4 (raramente en 3) (Figura 1.3.A., Qiu et al., 2022), mientras que en las Fucales 

los grupos sulfato suelen encontrarse en la posición C2, C3 y/ó en C4 (Figura 1.3.B., 

Zayed et al., 2020; Qiu et al., 2022). Para las sustituciones de los grupos acetilo no 

existen reportes de patrones característicos para los distintos órdenes (Li et al., 2008, 

Zayed et al., 2020).  

 Dentro de las metodologías empleadas en la determinación de la posición del 

grupo sulfato de los fucoidanos se incluyen la espectroscopía infrarroja, la desulfatación 

y el análisis de metilación (Li et al., 2008). Por otro lado, la resonancia magnética nuclear 

(RMN) y la espectroscopía de masas (MS) también se pueden utilizar para analizar la 

presencia y posición de los grupos sulfato en los fucoidanos (Mabate et al., 2020). 

Con respecto a los monosacáridos, cuya composición puede llegar a ser menor 

al 10 %, suelen encontrarse: D-galactosa (Gal, en general unida en O-3 ó en O-6), D-

manosa (Man, enlazada a través de O-2), ácido glucurónico (GlcA en O-3 ó O-4), L-
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ramnosa (Ram, sin determinar) y D-xilosa (Xil, en O-4) (Ponce et al., 2020; Zhu et al., 

2021; Ale y Meyer, 2012). La estructura de las principales unidades monosacarídicas se 

indican en la Figura 1.4. 

Figura 1.4. Principales unidades monosacarídicas estructurales encontradas en los fucoidanos. 
Estos compuestos pueden encontrarse como unidades terminales no reductoras, o bien, unidos 
a través de algún grupo hidroxilo libre.  Fuente: Ponce et al., 2020; Yao et al., 2021.  

1.1.1.4.2. Peso molecular de los fucoidanos 

 El peso molecular de los fucoidanos es altamente variable, pudiendo ser desde 7 

kDa a aproximadamente 10.000 kDa, siendo el tamaño promedio de aproximadamente 

20 kDa (Holtkamp et al., 2009; Lim y Wan Aida, 2017; Wang et al., 2019). La considerable 

variación en el tamaño de los fucoidanos ha llevado a la siguiente categorización: 

fucoidanos de bajo peso molecular (LMWF de sus siglas en inglés, Low Molecular Weight 

Fucoidan) cuando el tamaño es < 10 kDa, fucoidanos de peso molecular medio (MMWF) 

si tiene un tamaño entre 10 y 10.000 kDa y fucoidanos de alto peso molecular (HMWF) 

cuando tiene un tamaño > 10.000 kDa (Senthilkumar et al., 2013).  

1.1.1.4.3. Propiedades bioactivas de los fucoidanos  

 Los fucoidanos presentan una gran variedad de actividades biológicas, las cuales 

han sido evaluadas tanto in vitro como in vivo. Dentro de las propiedades biológicas se 

encuentran: actividad prebiótica, anti-viral, antibacterial, anticoagulante, anti-tumoral, 

antioxidante, anti-inflamatoria e inmunomoduladora (Figura 1.5., Wang et al., 2019). En 

este contexto, los fucoidanos presentan un gran potencial para su aplicación en distintas 

industrias, entre ellas, nutracéutica, cosmética y farmacéutica. Las actividades biológicas 

de los fucoidanos se encuentran asociadas a varios parámetros, por ejemplo, fucoidanos 

con bajo contenido de xilosa y alto contenido de galactosa presentaron mayor actividad 

anticoagulante (Yao et al., 2021). Otras de las características que influyen en las 

propiedades bioactivas son el grado de sulfatación y acetilación, el peso molecular, la 
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composición de monosacáridos y el tipo de enlace glicosídico (Soeda et al., 2000; Ale et 

al., 2011; Yao et al., 2021). Numerosos trabajos indican que el principal factor lo 

constituye el contenido y ubicación de los grupos sulfatos (Zhu et al., 2021). Debido a 

ello, fucoidanos con alto grado de sulfatación resultan de especial interés en 

aplicaciones biomédicas (Kusaykin et al., 2016). 

 Las aplicaciones comerciales de los fucoidanos se encuentran restringidas por 

numerosos factores, entre ellos: la dificultad para obtener compuestos de alta pureza a 

partir de la biomasa de las algas pardas, su complejidad y diversidad estructural y el alto 

peso molecular que resulta en una baja absorción intestinal y baja solubilidad (Molinski 

et al., 2009; Jagtap et al., 2021.; Trang et al., 2022; Zayed et al., 2022; Yao et al., 2023). 

Es por ello que el grado de polimerización constituye un factor clave en las actividades 

biológicas (Qiu et al., 2022). En este contexto, los fuco-oligosacáridos sulfatados 

resultantes de la degradación controlada de los fucoidanos, presentan bajo peso 

molecular, son fácilmente absorbidos y solubles, con bioactividades similares al 

fucoidano nativo o incluso pudiendo llegar a ser mayores (Zhu et al., 2021). 

 Es importante señalar que la mayoría de los estudios sobre bioactividad de los 

fucoidanos han sido realizados con extractos comerciales pobremente purificados y sin 

caracterizar, por lo que no existe una correlación definida entre la estructura y la 

actividad biológica que presentan (Kiselevskiy et al., 2022). 

 

Figura 1.5. Propiedades biológicas de los fucoidanos.  



1. Introducción 

Página 36 de 249 
 

 Los fuco-oligosacáridos pueden obtenerse a partir de los fucoidanos mediante 

métodos químicos, físicos o enzimáticos. En la hidrólisis química y física, los polisacáridos 

son tratados de forma inespecífica, donde en el primer caso el tratamiento es llevado a 

cabo con ácidos y sometidos a altas temperaturas durante varias horas (Lee y Lee, 2016; 

Zhu et al., 2021), mientras que en el segundo caso se genera la ruptura del polisacárido 

mediante ultrasonido ó microondas (Qiu et al., 2022). Durante estos procesos, la 

integridad del fucoidano se ve afectada, conduciendo a la pérdida de los grupos sulfato 

y posiblemente de sus propiedades bioactivas (Zhu et al., 2021). Otra desventaja de 

estos métodos es que durante el proceso se suelen generar productos secundarios que 

resultan tóxicos para la salud humana limitando su posterior aplicación (Jagtap et al., 

2021). Por el contrario, durante la hidrólisis enzimática, los polisacáridos son 

degradados por enzimas específicas que catalizan la ruptura de los enlaces glicosídicos 

generando fuco-oligosacáridos con estructura más definida (Xu, Kan et al., 2018; Xu, Su 

et al., 2018), brindando una mayor consistencia en la estructura química entre las 

distintas reacciones. Por lo tanto, la hidrólisis enzimática se considera una mejor 

estrategia para producir oligosacáridos bioactivos (Descamps et al., 2006). Estas enzimas 

pueden provenir de microorganismos presentes en distintos hábitats marinos, en 

particular de aquellos ambientes que contienen una alta biomasa de algas pardas.  

1.2. Microorganismos degradadores de los polisacáridos de las algas pardas 

 Los polisacáridos de las macroalgas constituyen una fuente de carbono y energía 

importante para los microorganismos de ambientes costeros. Estos microorganismos 

cumplen un rol fundamental en los ecosistemas como impulsores de los ciclos 

biogeoquímicos y como componentes claves en la descomposición de materia orgánica 

(Allison, 2005).  

 El proceso de asimilación generalmente comienza con la degradación enzimática 

de compuestos de alto peso molecular fuera de las células microbianas. Las enzimas 

extracelulares son por lo tanto las principales impulsoras en este proceso (Arnosti, 

2014). Esto se debe a que mientras las moléculas pequeñas pueden ser directamente 

transportadas al interior de las células microbianas, las de gran tamaño como los 

polisacáridos deben primero ser degradadas en el exterior de la célula antes de poder 
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ser transportadas para su procesamiento e incorporación al metabolismo central de la 

célula (Arnosti, 2014; Michel et al., 2006).  

 Debido a que las enzimas despolimerizantes actúan fuera de la célula, los 

productos de hidrólisis pueden ser aprovechados por microorganismos que no 

necesariamente secretan sus propias enzimas (Traving et al., 2022). En general, la 

actividad microbiana de enzimas extracelulares presenta mayores tasas de producción 

en ambientes bentónicos en comparación con los pelágicos (Allison, 2005). Estas 

diferencias pueden interpretarse como resultado de una estrategia costo-beneficio, en 

donde el retorno de la inversión en la producción de enzimas extracelulares es mayor 

en sedimentos debido a su organización en biofilms (Arnosti, 2014).  

1.3. Clasificación de las enzimas activas sobre carbohidratos 

 La clasificación de enzimas que presentan como sustrato a los carbohidratos, 

basada en homología de secuencias, se encuentra recopilada en la base de datos CAZy 

(Enzimas Activas sobre Carbohidratos, www.cazy.org). La base de datos incluye un 

listado de módulos o dominios catalíticos de enzimas que degradan, modifican o crean 

enlaces glicosídicos (Lombard et al., 2014; Drula et al., 2022). Por lo tanto, este servidor 

incluye a un amplio espectro de enzimas involucradas en el metabolismo de 

carbohidratos, a menudo denominadas en inglés CAZymes (por Carbohydrate-Active 

enZYmes), como así también módulos de unión a carbohidratos. Dentro de los módulos 

que catalizan la ruptura, biosíntesis o modificación de carbohidratos se encuentran las 

siguientes clases: 

- Glicósido hidrolasas (GH): catalizan la hidrólisis de enlaces glicosídicos. 

- Glicosiltransferasas (GTs): catalizan la formación de enlaces glicosídicos. 

- Polisacárido Liasas (PL): catalizan la escisión no hidrolítica de enlaces glicosídicos. 

- Carbohidrato Esterasas (CES): producen hidrólisis de ésteres de hidratos de carbono. 

- Actividades Auxiliares (AAS): enzimas redox que actúan en conjunto con otras 

CAZymes. 

 Las enzimas GH representan la clase más numerosa, compuesta por un total de 

184 familias, las cuales catalizan la hidrólisis del enlace glicosídico entre dos azúcares ó 
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entre un azúcar y otra parte de la molécula no carbohidrato (Lombard et al., 2010). 

Algunas GH son enzimas multifuncionales debido a la presencia de uno o más módulos, 

que pueden pertenecer a distintas familias. La clasificación de estas enzimas continúa 

evolucionando, ya que existen numerosas secuencias de GH que aún no han sido 

clasificadas en familias, y se crean familias nuevas a partir de enzimas caracterizadas. 

Por otra parte, existe una baja proporción de enzimas dentro de cada familia que ha sido 

caracterizada enzimáticamente, siendo mucho menor la proporción de enzimas con 

estructura tridimensional determinada experimentalmente.  

1.3.1. Enzimas bacterianas que participan en la asimilación y degradación de fucoidanos  

 Actualmente, las vías de degradación de las moléculas de fucoidano se conocen 

sólo parcialmente dado que dichos estudios se ven afectados por la gran diversidad 

estructural de dichos polisacáridos y la dificultad para determinar sus estructuras 

(Vuillemin et al., 2020). Hasta la fecha, solo se han expresado y caracterizado 

bioquímicamente unas pocas enzimas implicadas en la despolimerización, desulfatación 

y desacetilación de los fucoidanos (Nagao et al., 2017; Silchenko, Rasin et al., 2018). 

Dada la complejidad estructural presente en estos polisacáridos, múltiples enzimas 

estarían involucradas en su degradación (Figura 1.6). 
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Figura 1.6. Enzimas que despolimerizan fucoidanos. Las enzimas fucoidanasas escinden enlaces 

internos α-(13)- ó α-(14)- de las moléculas de fucoidano, mientras que las α-L-fucosidasas 
actúan sobre los enlaces de los extremos terminales no reductores. Las enzimas sulfatasas 
catalizan la escisión de grupos éster sulfato. Fuente: adaptado de Hsu y Hwang, 2019. 

 La estructura ramificada que presentan los fucoidanos protege estéricamente los 

enlaces glicosídicos de la hidrólisis enzimática, y es por ello que enzimas como α-L-

fucosidasas, sulfatasas y acetilasas deberían actuar previo a la actividad de las enzimas 

fucoidanasas dado su actividad en los enlaces internos de las moléculas de fucoidano 

(Berteau et al., 2002). Por lo tanto, las rutas metabólicas utilizadas para la asimilación 

de los fucoidanos probablemente involucren un número sustancial de enzimas 

distribuidas dentro de una comunidad microbiana o bien, en bacterias individuales pero 

altamente especializadas (Sichert et al., 2020). Otro obstáculo a este tipo de estudios 

puede deberse a la existencia de un efecto sinérgico entre las distintas enzimas que 

despolimerizan los fucoidanos, dificultando aún más el estudio bioquímico individual de 

las enzimas. Las enzimas que actúan en conjunto frente a un sustrato suelen estar 

reguladas por unidades operadoras. Estas unidades son características de miembros del 

phylum Bacteroidota, y son llamadas loci de utilización de polisacáridos (PULs, por sus 

siglas en inglés), cuya característica son el sistema de transportadores SusC/SusD en 

tándem (Schultz-Johansen et al., 2018; Sichert, 2019).  
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1.3.1.1. α-L-Fucosidasas 

 Las enzimas α-L-fucosidasas (códigos enzimáticos: 3.2.1.51., 3.2.1.63., 3.2.1.111. 

y 3.2.1.127.) actúan sobre las moléculas de fucoidano ó fucósidos, exhibiendo una exo-

hidrólisis (Figura 1.6.), removiendo la fucosa de extremos no reductores (Wright et al., 

2013; Silchenko et al., 2022) generando monosacáridos de fucosa. Se encuentran 

mayormente incluídas dentro de las familias GH29 y GH95 en la base de datos CAZy. Los 

miembros de la familia GH29 presentan actividad α-(1→2)-, α-(1→3)-, α-(1→4)- y α-

(1→6)- en varios glicoconjugados, mientras que las enzimas fucosidasas de la familia 

GH95 son específicas de enlaces α-(1→2)- en oligosacáridos (Silchenko et al., 2022). 

1.3.1.2. Sulfatasas 

 Las enzimas sulfatasas (EC 3.1.6.*. y EC 3.10.1.*.) catalizan la hidrólisis de los 

grupos éster sulfato (Figura 1.6.) presentes en polisacáridos sulfatados (Kusaykin et al., 

2008; Silchenko, Rasin et al., 2018; Silchenko et al., 2018). Estas enzimas se agrupan en 

4 familias (S1-S4) de acuerdo a la homología de secuencia, la estructura cristalográfica y 

los mecanismos de acción en la base de datos SulfAtlas (Helbert et al., 2017; Stam et al., 

2023). 

1.3.1.3. Desacetilasas 

 Las enzimas desacetilasas (EC 3.5.1.*.) pertenecen a la clase Carbohidrato 

Esterasas (CE) en el sistema de clasificación CAZy e hidrolizan los grupos acetilo 

presentes en las moléculas de fucoidanos liberando ácido acético (Sakai et al., 2006). 

1.3.1.4. Fucoidanasas  

 Las enzimas fucoidanasas (ó fucoidano hidrolasas ó fucanasas) catalizan la 

hidrólisis de enlaces glicosídicos α-(13)- ó α-(14)- internos de las moléculas de 

fucoidanos (modo de acción endo-), generando productos con distinto grado de 

polimerización (Wang et al., 2022). Estas enzimas son producidas por bacterias y actúan 

de forma extracelular (Tran et al., 2022). Basado en la similitud de secuencias a nivel de 

aminoácidos, estructura o especificidad del enlace glicosídico que reconocen, las 

enzimas fucoidanasas se encuentran clasificadas dentro de la base de datos CAZy (hasta 

el momento) en tres familias GH: GH107, GH168 y GH174 (Lombard et al., 2014; Shen 

et al., 2020; Drula et al., 2022; Liu et al., 2023).  
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 Por otra parte, existen enzimas fucoidanasas que aún no han sido clasificadas 

dentro de ninguna familia CAZy, tal es el caso de la enzima endo-fucoidano liasa FdlA de 

Flavobacterium sp. SA-0082 (Wang et al., 2022), la cuál cataliza la hidrólisis de un 

fucoglucuronomanano sulfatado de Kjellmaniella crassifolia (Kj-fucoidano). 

 De acuerdo con la nomenclatura del comité de la Unión Internacional de 

Bioquímica y Biología Molecular, las enzimas fucoidanasas pertenecen a una de las 

clases más importantes llamada hidrolasas, las cuales mediante un mecanismo 

hidrolítico escinden diferentes tipos de uniones químicas. El código enzimático para 

estas enzimas es EC 3.2.1.*., donde el primer número hace referencia a su actividad 

hidrolasa, el segundo a enzimas glicosidasas y el tercero a que hidrolizan enlaces O- y S-

glicosídicos. La familia GH107 incluye enzimas endo-α-1,4-L-fucanasas (EC 3.2.1.212) y 

endo-α-1,3-L-fucanasas (EC 3.2.1.211), mientras que la familia GH168 y GH174 incluyen 

enzimas endo-α-1,3-L-fucanasas (EC 3.2.1.211). La familia GH174 es de muy reciente 

constitución y a la fecha de presentación de esta tesis doctoral, dicha familia incluye 94 

miembros de los cuales cuatro se tratan de enzimas caracterizadas (Liu et al., 2023). 

1.3.1.4.1. Familia GH107 

 Esta familia incluye enzimas fucoidanasas que reconocen enlaces α-(14)- y 

enzimas que reconocen enlaces α-(13)- en las moléculas de fucoidanos. A la fecha de 

la presentación de esta tesis, se han incorporado 36 secuencias de enzimas 

pertenecientes a la familia GH107 de la base de datos CAZy, las cuales se indican en la 

Tabla 1.1. Las secuencias incluídas dentro de la familia GH107 pertenecen a organismos 

de solo dos phyla , entre ellos el phylum Pseudomonadota (clase Gammaproteobaceria) 

y el phylum Bacteroidota (clases Flavobacteriia y Cytophagia). Doce de las enzimas han 

sido caracterizadas (en negrita en la Tabla 1.1.) donde nueve de ellas fueron 

identificadas en organismos cultivados de las clases Flavobacteriia o 

Gammaproteobacteria (Colin et al., 2006; Silchenko et al., 2017; Silchenko et al., 2018; 

Vickers et al., 2018; Tran et al., 2022; Trang et al., 2022; Vuillemin et al., 2020; Zueva et 

al., 2020), mientras que las tres restantes fueron identificadas en una bacteria no 

cultivada posiblemente de la clase Gammaproteobacteria (Schultz-Johansen et al., 

2018).  
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 Análisis bioinformáticos realizados por Colin y colaboradores (Colin et al., 2006) 

determinaron que el dominio ubicado cerca del extremo amino-terminal (N-terminal), 

de aproximadamente 400 residuos, es responsable de la actividad fucoidanasa (GH107 

en Figura 1.7.). El dominio catalítico, conservado entre los distintos miembros de la 

familia GH107 (Vickers et al., 2018) adopta una estructura (β/α) barril (Colin et al., 2006; 

Vickers et al., 2018). Los mismos autores determinaron una arquitectura multidominio 

en la enzima FcnA perteciente al organismo M. fucanivorans SWT5, con 3 módulos 

sucesivos Ig-like-fold adyacentes al módulo catalítico (Ig-R1/3, Figura 1.7.), seguido de 

un dominio de cadenas β (aβ-strand) y de un módulo secretor carboxilo-terminal (C-

terminal) llamado PSS, el cual resulta característico de proteínas pertenecientes a 

organismos del phylum Bacteroidota aunque aún con función desconocida. Se ha 

propuesto que los módulos estructurales Ig-R podrían estar implicados en el 

reconocimiento del sustrato, como así también en la actividad enzimática (Colin et al., 

2006; Schultz-Johansen et al., 2018).  

 

Figura 1.7. Estructura modular de la enzima FcnA de M. fucanivorans SWT5. S: péptido señal, 
GH107: módulo catalítico, Ig R1/R2/R3: módulos Inmunoglobulin-like (IPR013728), aβ-st: 
dominio de cadenas β y PSS: dominio secretor C-terminal (IPR026444). Adaptado de Zueva et 
al., 2020.  

 Otros dominios identificados en otras enzimas fucoidanasas fueron ConA 

(Convalina A-like), Pept y módulos con función secretora en la región C-terminal (Vickers 

et al., 2018; Schultz-Johansen et al., 2018; Vuillemin et al., 2020). Las diferencias 

encontradas en la arquitectura modular podrían estar relacionadas con la especificidad 

de sustrato de las distintas enzimas fucoidanasas. Sin embargo, son necesarios estudios 

más detallados para determinar su implicancia en la actividad catalítica.  
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Tabla 1.1. Enzimas fucoidanasas pertenecientes a la familia GH107 reportadas hasta el momento. 

Nombre de la 
proteína 

GenBank (1) 
Longitud 

(aa) 
Organismo Linaje 

FcnA  CAI47003 1007 Mariniflexile fucanivorans SWT5 Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

Fda1 (fucanase) AAO00508 814 Alteromonas sp. SN-1009 
Pseudomonadota; Gammaproteobacteria; Altermonadales; 
Alteromonadaceae 

Fda2 (fucanase) AAO00509 881 Alteromonas sp. SN-1009 
Pseudomonadota; Gammaproteobacteria; Altermonadales; 
Alteromonadaceae 

SVI_0379 BAJ00350 574 Shewanella violaceae DSS12 
Pseudomonadota; Gammaproteobacteria; Alteromonadales; 
Shewanellaceae 

AXE80_07420 FWf3 ANW96115 967 Wenyingzhuangia fucanilityca CZ1127 Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

AXE80_07425 FWf4 ANW96116 106 Wenyingzhuangia fucanilityca CZ1127 Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

AXE80_07310 FWf2 ANW96098 883 Wenyingzhuangia fucanilityca CZ1127 Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

AXE80_07305 FWf1 ANW96097 800 Wenyingzhuangia fucanilityca CZ1127 Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

HOI32_15585 QXP78609 650 Winogradskyella sp. HaHa_3_26 Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

Fp277 AYC81239 797 uncultured bacterium - 

Fp279 AYC81240 813 uncultured bacterium - 

Fp273 AYC81238 964 uncultured bacterium - 

P19DFcnA AYF59292 403 Psychromonas sp. SW19D 
Pseudomonadota; Gammaproteobacteria; Alteromonadales; 
Psychromonadaceae 

P5AFcnA AYF59291 403 Psychromonas sp. SW5A 
Pseudomonadota; Gammaproteobacteria; Alteromonadales; 
Psychromonadaceae 

D1818_06655 AXT50525 998 Aquimarina sp. BL5 Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

D1818_06650 AXT50524 1322 Aquimarina sp. BL5 Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

Fleli_2704 AFM05060 406 Bernardetia litoralis DSM 6794 Bacteroidota; Cytophagia; Cytophagales; Bernardetiaceae 

FNC79_00785 QDO92576 403 Formosa sedimentorum PS13 Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 
H0I28_09980 
(fragment)  

QXP65547 667 Polaribacter sp. AHE13PA Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

 H0I28_09940 QXP65540 661 Polaribacter sp. AHE13PA Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 
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Nombre de la 
proteína 

GenBank (1) 
Longitud 

(aa) 
Organismo Linaje 

 H0I28_09905 QXP65533 1104 Polaribacter sp. AHE13PA Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

 H0I27_14435 QXP63037 666 Polaribacter sp. HaHaR_3_91 Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

H0I27_14390 QXP63030 661 Polaribacter sp. HaHaR_3_91 Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

H0I27_14350 QXP63024 1104 Polaribacter sp. HaHaR_3_91 Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

SAMN05216503_2399  SDS23234 667 Polaribacter sp. KT25b Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

SAMN05216503_2391 SDS22959 663 Polaribacter sp. KT25b Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

H0I29_02875 QXP71054 1104 Polaribacter sp. R2A056_3_33 Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

H0I29_02900 QXP71059 661 Polaribacter sp. R2A056_3_33 Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 
H0I29_02945 
(fragment)  

QXP71066 667 Polaribacter sp. R2A056_3_33 Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

FFA2 WP_057784219 918 Formosa algae KM3553 Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

Fhf1 WP_066217780 1118 Formosa haliotis Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

Fhf2 WP_066217784 910 Formosa haliotis Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

OL739608 UZH25096 1014 Flavobacterium algicola OUC Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

Mef2 WP_055392200 1067 Muricauda eckloniae Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

NYR89_09320 WGE89193 686 Actinobacillus arthritidis CCUG24862 Pseudomonadota; Gammaproteobacteria; Pasteurellales; Pasteurellaceae 

fucoidanase BDG62585 625 Flavobacterium sp. SW Bacteroidota; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 

(1) Número de acceso a la base de datos GenBank del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). En negrita se indican las enzimas fucoidanasas que han sido 
caracterizadas hasta el momento. 
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Estructura y mecanismo de acción   

 Hasta el momento, se ha reportado la estructura tridimensional de dos enzimas 

fucoidanasas de la familia GH107 (Vickers et al., 2018), las cuales fueron obtenidas a 

partir de técnicas cristalográficas (Rayos X) y depositadas en la base de datos PDB 

(Protein Data Bank).  Una de ellas corresponde a la enzima P5AFcnA (PDB: 6M8N, 1,55 

Å) de Psychromonas sp. SW5A, mientras que la segunda incluye dos formas truncadas 

de la enzima FcnA, llamadas MfFcnA4 (Gln29-Ser734, PDB: 6DLH, 2,20 Å) y MfFcnA9 

(Gln29-Asp623, PDB: 6DNS, 2,24 Å), y una forma mutante llamada MfFcnA4 H294Q 

(PDB: 6DMS, 2,85 Å) del organismo M. fucanivorans SW5T.  En análisis basados en la 

similitud estructural con una enzima α-L-fucosidasa (GH29), se determinó que las 

enzimas fucoidanasas presentarían un modo de acción de hidrólisis basado en retención 

(Vickers et al., 2018). En este mecanismo de retención, la cadena lateral de un residuo 

de histidina (H294 en FcnA) actuaría como ácido/base, mientras que la cadena lateral 

de un residuo de aspartato (D226 en FcnA) actúa como nucleófilo (Figura 1.8.). 

 

Figura 1.8. Mecanismo catalítico propuesto para la enzima FcnA de Mariniflexile fucanivorans 
SWT5. En la hidrólisis enzimática, el aminoácido histidina (H294) actúa como donante de 
protones y el aspartato (D226) como nucleófilo. Adaptado de Vickers et al., 2018. 

 Además de los residuos catalíticos, se han descripto los aminoácidos que 

constituyen el subsitio -1, los cuales están implicados en el reconocimiento del sustrato. 

Estos aminoácidos son tirosina en la posición 142, asparagina en la posición 144, 

asparagina en la posición 266 y triptófano en la posición 364 de la enzima Fhf1 

proveniente de Formosa haliotis (Vuillemin et al., 2020). Todos los aminoácidos del 

subsitio -1 se encuentran conservados entre miembros de la familia GH107, a excepción 

del aminoácido de la posición 144 (Tran et al., 2022). Las variaciones encontradas se han 

asociado al tipo de enlace (1→3 ó 1→4) que reconocería la enzima (Vuillemin et al., 
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2020).  Sin embargo, dado el escaso número de secuencias y de enzimas caracterizadas 

en la familia GH107, la contribución del residuo ubicado en esta posición u otros 

aspectos estructurales de las mismas sobre la especificidad de la enzima aún debe ser 

investigada en detalle (Tran et al., 2022). 

 1.2.1.3.2. Familia GH168 

 Esta familia incluiría enzimas fucoidanasas que reconocen y catalizan la ruptura 

de enlaces α-(13)- en las moléculas de fucoidanos. Sólo se ha caracterizado una 

enzima en esta familia, llamada FunA e identificada en la bacteria Wenyingzhuangia 

fucanilytica CZ1127 (Shen et al., 2020), perteneciente al phylum Bacteroidota. A la fecha 

de presentación de esta tesis, la base datos CAZy incuía 53 secuencias en dicha familia, 

identificadas en miembros de los phyla Bacteroidota, Planctomycetota, Actinomycetota, 

Lentisphaerota y Pseudomonadota.  

 Al igual que las enzimas de la familia GH107, los miembros de la familia GH168 

presentarían un modo de acción de hidrólisis basado en retención (Shen et al., 2020), 

donde los residuos aspartato (D206) y ácido glutámico (E264) de FunA serían residuos 

críticos para la actividad catalítica, aunque aún no se ha determinado cual de ellos 

actuaría como nucleófilo y cuál como ácido/base (Shen et al., 2020).  

1.2.1.4.2. Metodologías para la determinación de la actividad fucoidanasa 

 Existen muy pocos estudios sobre la caracterización bioquímica de las enzimas 

fucoidanasas. Esto se debe a varias razones: la falta de un método cuantitativo para la 

determinación de la actividad catalítica como así también la ausencia de un sustrato 

estándar, utilizándose sustratos poco caracterizados o parcialmente purificados (Imbs 

et al., 2018). Sin embargo, se han desarrollado métodos para la detección de la 

actividad. 

 a) Electroforesis en gel de poliacrilamida de carbohidratos (C-PAGE): Los 

métodos electroforéticos han sido ampliamente utilizados para el estudio de la 

estructura de glicosaminoglicanos (GAGs), como así también en el estudio de actividad 

de enzimas glicósido hidrolasas y liasas (Volpi et al., 2006, Bodet et al., 2016). Este 

método es el más utilizado para determinar actividad fucoidanasa a pesar de ser costoso 

y requerir mucho tiempo (Kusaykin et al., 2016). Esta técnica permite visualizar los 
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oligosacáridos sulfatados resultantes de la catálisis enzimática, los cuales se resuelven 

en un gel de poliacrilamida de acuerdo a su peso molecular y carga (Cao, 2019). Otra 

desventaja es que no existe un patrón estándar de oligosacáridos sulfatados que esté 

comercialmente disponible, resultando necesario combinar la técnica con otros 

métodos, como por ejemplo, métodos cromatográficos o espectrométricos. 

 b) Ensayo en placas con agarosa: Este ensayo ha sido aplicado a colonias de 

bacterias creciendo en medio de cultivo sólido conteniendo fucoidanos (Silchenko et al., 

2015). Luego de un determinado período de incubación, la actividad fucoidanasa es 

revelada por el agregado del detergente catiónico CTAB (bromuro de 

hexadeciltrimetrilamonio). Este método está basado en la capacidad del CTAB en 

forman sales insolubles de coloración blanquecina en presencia de fucoidanos 

sulfatados de alto peso molecular (Kusaykin et al., 2014). Los fucoidanos degradados 

enzimáticamente tienen una baja densidad de carga y no precipitan en presencia del 

detergente, observándose regiones con halos transparentes (Silchenko et al., 2015).  

 c) Precipitación con albúmina sérica bovina (BSA): La determinación de la 

actividad fucoidanasa se aplica en cultivos de microorganismos creciendo en un medio 

líquido que contiene fucoidanos (Colin et al., 2006). El cultivo es incubado durante un 

determinado tiempo y luego se añade una solución ácida de albúmina de suero bovino 

(BSA, por sus siglas en inglés). Complejos insolubles se forman entre la BSA y los 

fucoidanos de alto peso molecular, pero no entre BSA y los oligosacáridos (Kusaykin et 

al., 2016). Por lo tanto, la actividad fucoidanasa de los microorganismos es determinada 

por la capacidad de reducir la turbidez luego del agregado de BSA. 

 d) Métodos colorimétricos. La medición es determinada mediante 

espectrofotometría luego de la incubación con un determinado reactivo. Estos métodos 

están basados en la determinación de grupos reductores presentes en los oligosacáridos 

resultantes de la actividad hidrolítica (Kusaykin et al., 2006). Para el caso de las enzimas 

GH168 se utiliza un ácido hidrácido, el cual en medio alcalino reacciona con 

carbohidratos reductores para dar lugar a compuestos aniónicos de color amarillo 

(Lever, 1972). Para enzimas de la familia GH107 se han utilizado reacciones con ácido 

dinitrosalicílico (Miller, 1959) o el método de Nelson (Nelson, 1944). Sin embargo, los 

métodos colorimétricos no resultan útiles cuando las enzimas hidrolizan un pequeño 
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número de enlaces internos, donde un alto peso molecular de los productos generados 

puede inhibir el desarrollo del color. Debido a la baja sensibilidad, dichos ensayos no 

han sido completamente exitosos (Colin et al., 2006).   

1.4. Bioprospección microbiana 

 La bioprospección hace referencia a la búsqueda de compuestos químicos 

novedosos, genes, proteínas, microorganismos u otros productos que presentan 

potenciales aplicaciones industriales (De Pascale et al., 2012).  La bioprospección se 

compone de varias etapas que incluyen (a) recolección de muestras, (b) aislamiento de 

microorganismos o compuestos de interés, (c) detección de actividad y desarrollo de 

productos, y (d) finalmente comercialización (Hosseini et al., 2022). Las estrategias 

utilizadas se encuentran basadas en métodos dependientes e independientes del 

cultivo, las cuales resultan complementarias a la hora de prospectar y caracterizar una 

amplia diversidad de productos novedosos basado en fuentes biológicas.   

1.4.1. Métodos dependientes del cultivo 

 Este enfoque se encuentra basado en el cultivo de microorganismos que pueden 

ser identificados por presentar una actividad de interés, como por ejemplo una actividad 

antimicrobial o catalítica (Vester et al., 2015). A través de estas técnicas se pueden 

evaluar las características morfo-fenotípicas de los microorganismos, las cuales pueden 

complementase con estudios del ADN (Rodrigues et al., 2018). A partir de estas técnicas 

se pueden obtener cultivos puros que pueden ser posteriormente caracterizados 

mediante diversos estudios, entre ellos, estudios fisiológicos, metabólicos y genómicos 

(Heylen et al., 2012).  

 Las limitaciones de este enfoque incluyen el poco conocimiento de los 

requerimientos nutricionales como así también de las condiciones de crecimiento 

necesarias para el crecimiento del microorganismo. Sin embargo, la información 

obtenida a partir de estudios de organismos cultivados resultan muy útiles para estudiar 

las capacidades metabólicas de las cepas en forma aislada (Orphan et al., 2000). 

 

 



1. Introducción 

Página 49 de 249 
 

1.4.2. Métodos independientes del cultivo 

 Los microorganismos, como miembros de comunidades, pueden ser 

interdependientes metabólicamente o bien utilizar recursos específicos, característica 

que limita su cultivo en condiciones de laboratorio. Particularmente, en el caso de los 

microorganismos marinos, se estima que la gran mayoría de los mismos resultan al 

momento imposibles de cultivar mediante los métodos tradicionales (Handelsman et al., 

2002; Akondi y Lakshmi, 2013; Hosseini et al., 2022). Las estrategias independientes del 

cultivo permiten estudiar las poblaciones microbianas presentes en una comunidad, 

proporcionando información sobre la estructura y/o el potencial metabólico de la 

comunidad (Lozada y Dionisi, 2015). En particular, la metagenómica o el estudio de los 

genomas de los microorganismos de la comunidad, representa una de las herramientas 

con mayor potencial para la bioprospección microbiana (Kodzius y Gojobori, 2015), 

ofreciendo la oportunidad de estudiar más ampliamente el potencial biotecnológico de 

las comunidades microbianas.  

 El análisis metagenómico comienza con la extracción y purificación del ADN 

proveniente de una muestra ambiental o de un enriquecimiento generado a partir de la 

misma (Figura 1.8.). El material genético extraído es llamado “ADN metagenómico” 

(Gilbert y Dupont, 2011). Este ADN puede utilizarse para la construcción de una 

biblioteca metagenómica (Streit y Daniel, 2017), o bien puede secuenciarse al azar a 

través de tecnologías de secuenciación a gran escala (Shokralla et al., 2012, Figura 1.9.).  

 

Figura 1.9. Pasos implicados en el análisis de una muestra ambiental. El ADN metagenómico 
puede ser secuenciado o bien, puede utilizarse para la construcción de una biblioteca 
metagenómica.  Extraído y adaptado de Kodzius y Gojobori, 2015. 
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1.4.2.1. Secuenciación al azar del metagenoma 

 Esta estrategia metagenómica consiste en la secuenciación directa del ADN 

extraído a partir de una muestra ambiental mediante plataformas de secuenciación en 

gran escala. A partir de dicha secuenciación, se obtienen lecturas que posteriormente 

se ensamblan, a los efectos de obtener fragmentos de ADN más largos llamados cóntigos 

(contigs) (Guazzaroni et al., 2009; Gilbert y Dupont, 2011). Los cóntigos se ensamblan 

nuevamente en fragmentos de mayor longitud, para formar secuencias consenso 

denominadas supercóntigos (scaffolds). El ensamblado resulta una etapa clave en el 

análisis, dado que la calidad del mismo influye en análisis posteriores tales como la 

anotación funcional y la asignación taxonómica (Frank et al., 2016). Sin embargo, debido 

a la alta riqueza de especies microbianas presentes en muchos hábitats marinos y a las 

variaciones en la abundancia relativa de las mismas dentro de la comunidad, el 

ensamblado resulta dificultoso. Como consecuencia, los sets de datos metagenómicos a 

menudo consisten en una colección de fragmentos cortos, que son difíciles de asignar 

taxonómica y funcionalmente (Howe et al., 2014; Oulas et al., 2015). Este proceso 

continúa siendo un paso limitante para el estudio de ambientes con alta diversidad, 

como por ejemplo suelos o sedimentos. Una metodología que está siendo utilizada para 

resolver en parte este problema es el ensamblado de genomas a partir de 

metagenomas, lo cual permite caracterizar con mayor detalle algunos miembros de la 

comunidad microbiana.  

1.4.2.2. Bibliotecas metagenómicas 

 La construcción de bibliotecas metagenómicas se realiza clonando fragmentos 

de ADN metagenómico utilizando vectores y hospedadores adecuados (Singh, 2010). La 

principal ventaja de esta estrategia es que las bibliotecas constituyen un reservorio del 

potencial genético de la comunidad microbiana, fácilmente accesibles para posteriores 

análisis moleculares y funcionales. La búsqueda de los clones de interés constituye, sin 

embargo, un proceso muy laborioso y en general enfocado en una o unas pocas 

secuencias ó actividades de interés (Lozada y Dionisi, 2015). Los métodos utilizados 

incluyen la visualización por medio de color, espectrofotometría o visualmente en 

medios líquidos y/ó sólidos (Sjolin et al., 2007). Alternativamente, los clones que 

contiene los genes de interés pueden detectarse por medio de la amplificación de 
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fragmentos de los mismos utilizando cebadores de amplia especificidad. Otra estrategia 

es la secuenciación completa de los fragmentos metagenómicos clonados y su posterior 

ensamblado, de forma de permitir un análisis basado en secuencias similar al realizado 

al utilizar la secuenciación al azar de ADN metagenómico. El proceso de ensamblado es 

más sencillo, obteniéndose scaffolds más largos, si bien las secuencias incluidas en el set 

de datos constituyen el potencial genético contenido en la biblioteca metagenómica, y 

no en el ADN ambiental.  

1.5. Biblioteca metagenómica construida a partir de sedimentos intermareales de 

Bahía Ushuaia, Tierra del Fuego, Argentina.  

 Previamente al comienzo de esta Tesis, en el Laboratorio de Microbiología 

Ambiental (LMA), se construyó una biblioteca metagenómica proveniente de 

sedimentos intermareales de Bahía Ushuaia (Loviso, 2015; Guibert, 2016).                      

1.5.1. Sitio de Estudio 

 Bahía Ushuaia se ubica en la costa sur de la Isla Grande de Tierra del Fuego (S 54° 

48’, O 68 ° 17’, Figura 1.10.), dentro del Canal de Beagle, el cual conecta los Océanos 

Pacífico y Atlántico en el extremo sur de Sudamérica. El clima es húmedo y templado-

frío, con una temperatura promedio de 2,4 °C entre junio y agosto, y de 9,6 °C entre 

diciembre y febrero (Dionisi y Lozada, 2011).  
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Figura 1.10. Ubicación del sitio de muestreo en la Bahía Ushuaia (círculo rojo) presente en la 
Isla Grande de Tierra del Fuego, Argentina.  

 Bahía Ushuaia se encuentra expuesta a variadas fuentes de estrés como bajas 

temperaturas, radiación ultravioleta (UV), desecación y concentraciones moderadas de 

variados contaminantes de origen antropogénico (Marcos et al., 2009; Marcos et al., 

2012; Dionisi et al., 2011). Todas estas características ambientales resultan en una 

presión de selección particular para las poblaciones microbianas, las cuales deben 

adaptarse a las fluctuaciones presentes en dicho ambiente. Particularmente en el 

ambiente intermareal, los sedimentos se encuentran expuestos a cambios de 

temperatura, salinidad y nutrientes, y pueden sufrir períodos de desecación en los ciclos 

de mareas. Debido a ello, las comunidades microbianas de los sedimentos de la zona 

intermareal resultan de particular interés, ya que albergan una gran diversidad de 

microorganismos que juegan un rol esencial en el ecosistema costero y que pueden 

presentar numerosas aplicaciones biotecnológicas (Musat et al., 2006).  

 Este ambiente se considera una zona de alta diversidad de macroalgas. 

Particularmente las algas pardas se encuentran representadas por ocho órdenes que 
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incluyen 26 géneros, indicados en la Tabla 1.2. (Luizzi et al., 2011; Boraso et al., 2013; 

Macaya et al., 2020). 

Tabla 1.2. Diversidad de órdenes y géneros de especies de algas pardas presentes en Bahía 

Ushuaia, Tierra del Fuego. 

Orden Género 

Sphacelariales Cladostephus, Sphacelaria, Stypocaulon 

Scytotamnales Astronema, Stereocladon,  

Laminariales Macrocystis,  Lessonia 

Desmarestiales Desmarestia 

Ectocarpales 

Adenocystis, Ectocarpus, Pylaiella, Germinocarpus, Petalonia, Caepidium, 

Cladothele, Chordaria, Colpomenia, Corycus, Dictyosiphon, Gononema, 

Leathesia, Punctaria, Scytosiphon, Utriculidium 

Ishigeales Petroderma 

Ralfsiales Ralfsia 

 

1.5.1. Biblioteca metagenómica 

 La muestra OR07 utilizada para la construcción de esta biblioteca metagenómica 

fue seleccionada debido a la gran diversidad de esta comunidad microbiana adaptada a 

condiciones extremas (Marcos et al., 2009; Marcos et al., 2012). Esta biblioteca, que 

cuenta con aproximadamente 40.000 clones, fue construida utilizando un fósmido como 

vector, lo que permite clonar insertos de aproximadamente 40 Kb (Loviso et al., 2015; 

Guibert et al., 2016). A fin de aprovechar de una forma más integral la información 

genética contenida en la biblioteca metagenómica luego del análisis de 10 clones 

identificados por métodos funcionales y moleculares tradicionales (Loviso et al., 2015; 

Guibert et al., 2016; Musumeci et al., 2019), la biblioteca metagenómica completa fue 

secuenciada al azar utilizando la plataforma Illumina HiSeq2000. A los efectos de facilitar 

el posterior ensamblado, los fósmidos purificados a partir de los clones de la biblioteca 

metagenómica fueron divididos en dos (indicados como S1 y S2), y secuenciados y 

ensamblados de forma independiente. En total, el set de datos metagenómicos cuenta 

con 105.998 scaffolds y 682.972 secuencias codificantes (CDS), la mayoría de ellas 

completas (Calderoli et al., 2018). A partir de la anotación funcional de dichas secuencias 
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fue posible comenzar a estudiar en detalle el potencial metabólico de dicha comunidad 

microbiana (Calderoli et al., 2018) y prospectar enzimas de interés biotecnológico 

(Dionisi et al., 2023), las cuales pueden posteriormente ser expresadas de forma 

heteróloga y purificadas.  

1.5.1.1 Expresión heteróloga de enzimas de interés 

 La información contenida en los sets de datos metagenómicos puede utilizarse 

para la búsqueda de genes de interés, los cuales pueden ser clonados en un vector de 

expresión para su posterior expresión heteróloga.  

 El huésped elegido para la expresión tiene un rol muy importante dado que las 

características del producto así como las estrategias de expresión y de purificación, van 

a depender de las capacidades del organismo productor (Gomes et al., 2016). 

Escherichia coli es el sistema de expresión más utilizado para la producción de proteínas 

recombinantes (Grupta et al., 2015). Una de las razones principales es que es una de las 

especies más estudiadas con respecto a su fisiología, bioquímica y genética (Gopal y 

Kumar, 2013). Entre las ventajas que brinda este microorganismo se encuentran: la 

facilidad para su cultivo, su rápida velocidad de replicación, el no poseer requerimientos 

costosos asociados a medios de cultivo o equipamiento, y la facilidad para su 

manipulación genética. A nivel de síntesis de proteínas, existen numerosos trabajos de 

expresión de enzimas recombinantes en este organismo, obteniéndose proteínas en 

gran proporción y calidad (Grupta et al., 2015).  

 Una de las cepas de E. coli comúnmente utilizada es BL21 (DE3), la cual presenta 

deficiencia en las proteasas lon y OmpT, evitando la degradación de proteínas durante 

la etapa de purificación (Novagen, 2006). Es una bacteria lisógena (DE3) en la que se ha 

insertado un gen que codifica para la enzima ARN polimerasa T7 (ARNp) dentro de su 

genoma. Esta característica permite alcanzar altos niveles de expresión de la proteína 

recombinante, cuando es inducida en presencia de lactosa ó IPTG (Figura 1.11.). Los 

vectores de expresión de la serie pET, contienen el promotor T7 el cual se induce bajo la 

influencia de la enzima ARNp. Dado que la ARNp es altamente selectiva y activa, cuando 

se induce, casi todos los recursos de la célula se dirigen hacia la producción de la 
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proteína recombinante, y el producto deseado puede comprender más del 50 % de la 

proteína total (Novagen, 2006).  

 La proteína de interés puede expresarse en forma soluble o bajo la formación de 

agregados citoplasmáticos insolubles denominados cuerpos de inclusión. Las proteínas 

que conforman los cuerpos de inclusión generalmente se encuentran inactivas, 

parcialmente plegadas y suelen mostrar artefactos moleculares como por ejemplo, 

puentes disulfuro no nativos (Betton, 2004). 

 

Figura 1.11. Sistema de expresión heteróloga utilizando como huésped la cepa de E. coli BL21 
(DE3) conteniendo el vector de expresión pET recombinante.  

 Diversas estrategias pueden ser utilizadas para incrementar la expresión y la 

solubilidad de la proteína heteróloga, entre ellas: crecimiento de cultivos a bajas 

temperaturas, cambios en el cultivo de la cepa recombinante, cambios en el vector de 

expresión y co-expresión con chaperones moleculares (Francis y Page, 2010; Gopal y 

Kumar, 2013; Celie et al., 2016). Obtener una alta proporción de enzima heteróloga 

soluble es un requisito previo para posteriores estudios estructurales, funcionales y 

bioquímicos.  

 Luego de la expresión, el siguiente paso consiste en purificar la proteína 

recombinante. La técnica más utilizada para purificar proteínas es la cromatografía de 

afinidad a metales inmovilizados (IMAC, Immobilized Metal Affinity Chromatography). 

Este método está basado en la interacción de ciertos residuos de aminoácidos con iones 

metálicos inmovilizados en una matriz (Walls y Loughran, 2011). Los grupos donantes 

de electrones de algunos aminoácidos (histidina, cisteína, triptófano y arginina) forman 

complejos con los iones de transición (Cu2+, Co2+, Zn2+ o Ni2+), que generalmente están 

inmovilizados en soportes poliméricos con grupos quelantes como el ácido nitriloacético 
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(NTA). El sistema de purificación níquel-ácido nitriloacético (Ni-NTA) está diseñado para 

la purificación de proteínas recombinantes marcadas con etiquetas de histidinas, debido 

a la alta afinidad y selectividad por los residuos de histidina (Figura 1.12., The 

QIAexpressionist, 2003). Las proteínas que se unen a la resina se eluyen utilizando 

buffers con alta concentración de imidazol. El imidazol es un intermediario en la 

biosíntesis de la histidina, que durante el proceso de elución compite con los residuos 

de histidina por la afinidad con los iones de níquel (The QIAexpressionist, 2003).   

 Luego de la separación cromatográfica se analizan las fracciones eluídas para 

determinar cuáles de ellas contienen la proteína de interés, y además el grado de 

pureza. Una de las formas de analizar las muestras es mediante una electroforesis en 

gel de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). 

 

Figura 1.12. Interacción entre residuos de histidina (azul) y los iones de níquel presentes en la 
resina ácido niquel-nitrilotriacético (Ni-NTA). Extraído de The QIAexpressionist, 2003.   
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OBJETIVOS E HIPÓTESIS 

Objetivo general 

 Obtención de oligosacáridos con potencial actividad biológica utilizando 

biocatálisis, a partir de polisacáridos de algas pardas de la costa Patagónica. 

Objetivos específicos 

I. Extraer, purificar y caracterizar fucoidanos provenientes de distintas especies de 

algas pardas de la costa Patagónica. 

II. Identificar secuencias homólogas a enzimas fucoidanasas a partir de un set de 

datos metagenómicos de sedimentos costeros de Bahía Ushuaia, y 

caracterizarlas in silico. 

III. Analizar los fragmentos metagenómicos que contienen las secuencias 

identificadas, a los efectos de determinar los posibles organismos hospedadores, 

como así también la presencia y organización de loci de utilización de fucoidanos. 

IV. Seleccionar secuencias de interés para su posterior expresión y caracterización, 

y expresarlas en sistemas heterólogos. 

V. Purificar las enzimas expresadas y estudiar sus propiedades catalíticas, 

incluyendo las condiciones óptimas para la catálisis y la especificidad de sustrato. 

VI. Analizar la estructura de los fuco-oligosacáridos resultantes de la reacción 

enzimática. 

 
En la presente Tesis Doctoral se formuló la siguiente hipótesis de trabajo: 

 Nuestra hipótesis de trabajo establece que al existir una gran diversidad y 

abundancia de algas pardas en el ambiente costero de Bahía Ushuaia, habrá una alta 

abundancia de bacterias con capacidad para degradar o asimilar fucoidanos.
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2.1. Identificación y caracterización de secuencias putativas de enzimas 

fucoidanasas 

2.1.1. Construcción de alineamientos múltiples y obtención de perfiles ocultos de Markov  

 Las enzimas fucoidanasas se encuentran agrupadas en tres familias glicósido 

hidrolasa (GH) en la base de datos CAZy (Lombard et al., 2014, Drula et al., 2022, 

http://www.cazy.org/), siendo ellas las familias GH107, GH168 y GH174. Dado que la 

familia GH174 es de muy reciente creación, no fue incluída en los análisis de esta tesis.  

 A partir de las secuencias deducidas de aminoácidos asignadas a las familias 

GH107 y GH168, se construyó un alineamiento múltiple para cada familia utilizando el 

programa Clustal X v2.1 (Larkin et al., 2007) dentro del servidor Jalview (ELIXIR-UK, 

Hinxton, Cambridgeshire, UK, Waterhouse et al., 2009). Los parámetros utilizados 

fueron los pre-establecidos para dicho programa. Del alineamiento obtenido, se extrajo 

la región correspondiente al módulo catalítico de las enzimas fucoidanasas, el cual ha 

sido definido anteriormente por Colin y colaboradores (2006) para enzimas de la familia 

GH107 y por Shen y colaboradores (2020) para miembros de la familia GH168. Los 

alineamientos extraídos fueron utilizados para generar perfiles ocultos de Markov 

(HMM, Hidden Markov Models) utilizando la herramienta hmmbuild del programa 

HMMER 3.1. (Mistry et al., 2013). Los HMMs se basan en un modelo probabilístico que 

otorga mayor sensibilidad en la búsqueda, y por lo tanto permiten la identificación de 

secuencias homólogas distantes (Qian y Goldstein, 2003). Los HMMs fueron revisados 

al incorporarse nuevas secuencias en la base de datos CAZy hasta mayo de 2022. 

2.1.2. Prospección de secuencias putativas de fucoidanasas 

 Los HMMs construídos se utilizaron para la identificación de secuencias 

homólogas en un set de datos generado anteriormente en el Laboratorio de 

Microbiología Ambiental. El set de datos metagenómico fue generado por medio de la 

secuenciación al azar de los fósmidos de una biblioteca metagenómica de sedimentos 

intermareales de Bahía Ushuaia (OR07, Loviso et al., 2015; Guibert et al., 2006), 

conteniendo 682.972 secuencias codificantes (CDS, Coding Sequence). La búsqueda fue 

realizada mediante la herramienta hmmsearch del programa HMMER 3.1. (Mistry et al., 

2013). De las secuencias identificadas, se evaluaron los valores de significancia 
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estadística (E-value) y el puntaje total (score). Se consideraron aquellas secuencias con 

valores de significancia estadística ≤ 10-5. Estos resultados fueron comparados con los 

obtenidos a partir del análisis de búsqueda de secuencias homólogas a las familias de 

interés utilizando los servidores dbCAN2 (DataBase for automated Carbohydrate-active 

enzyme ANnotation, Zhang et al., 2018) y CUPP (Conserved Unique Peptide Patterns, 

Barrett et al., 2020).  

 Se utilizó el programa seqmagick (http://fhcrc.github.io/seqmagick/) para 

extraer las secuencias putativas de fucoidanasas identificadas en los metagenomas. Para 

visualizar y extraer información de interés en los extensos archivos de secuencias en 

formato fasta se utilizó el programa glogg (http://glogg.bonnefon.org/), por ejemplo 

para extraer las secuencias de nucleótidos de los fragmentos metagenómicos 

conteniendo las secuencias de interés. 

2.1.3. Análisis filogenéticos de las secuencias putativas identificadas 

 Las secuencias de las enzimas utilizadas como referencia (aquellas asignadas a 

las familias GH107 y GH168 en la base de datos CAZy) y aquellas identificadas en los 

metagenomas fueron alineadas siguiendo el método de construcción de alineamiento 

múltiple descripto en la sección 2.1.1. Del mismo se extrajo la región correspondiente al 

módulo catalítico de las enzimas fucoidanasas en cada familia, y el mismo fue utilizado 

para realizar una inferencia filogenética basado en el método de máxima verosimilitud 

en MEGA v7 (Kumar et al., 2016), previa determinación del mejor modelo y evaluando 

la robustez del árbol obtenido en base a 100 réplicas.  

2.1.4. Identificación de secuencias cercanas en la base de datos no redundante (nr) de 

NCBI 

 La determinación de similitud a secuencias conocidas fue realizada mediante el 

uso de la base de datos no redundante (nr) del NCBI mediante la herramienta BLASTp 

(McGinnis y Madden, 2004). Se utilizaron los valores pre-establecidos para los distintos 

parámetros de búsqueda. 
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2.1.5. Análisis estructurales de las secuencias putativas a fucoidanasas 

2.1.5.1. Análisis de los residuos catalíticos 

 Se visualizó la presencia o ausencia de los residuos implicados en la catálisis de 

las enzimas fucoidanasas que han sido propuestos para ambas familias. El análisis fue 

realizado mediante la visualización del alineamiento múltiple en el programa JalView 

(ELIXIR-UK, Hinxton, Cambridgeshire, UK). 

2.1.5.2. Análisis de la arquitectura multidominio 

 Se realizaron búsquedas de dominios generales en las secuencias identificadas a 

partir de la herramienta InterProScan (Mitchell et al., 2019) y búsquedas específicas de 

dominios de familias CAZy utilizando el servidor CUPP (Barrett et al., 2020) y dbCAN2 

(Zhang et al., 2018).  

2.1.5.3. Detección de la presencia de péptido señal 

 La detección de un posible péptido señal en las secuencias putativas de 

fucoidanasas identificadas fue realizada utilizando el servidor SignalP 5.0 (Armenteros 

et al., 2019), y corroborada con los resultados obtenidos a partir del análisis de las 

secuencias utilizando el servidor InterProScan (Mitchell et al., 2019). 

2.1.5.4. Modelado de la estructura tridimensional 

 El modelado de la estructura tridimensional de los módulos catalíticos de las 

secuencias fue realizado utilizando dos servidores. El primero de ellos llamado SWISS-

MODEL (Waterhouse et al., 2008), permite realizar modelados basados en homología 

de las estructuras proteicas. Los modelos obtenidos de la estructura tridimensional 

fueron evaluados de acuerdo a los parámetros GMQE (Global Model Quality Estimation) 

y Z-QMEAN (Quality Model Energy ANalysis) (Benkert et al., 2010). El primero refleja la 

precisión del modelo frente a un templado disponible en PDB, donde los valores 

cercanos a 1 indican una mayor fiabilidad del resultado. El parámetro Z-QMEAN hace 

referencia a la comparación del modelo construído contra una estructura experimental 

de tamaño similar, en donde, un valor cercano a cero indica un buen ajuste, mientras 

que puntuaciones < -4 indican modelos de mala calidad. Para secuencias homólogas a la 

familia GH107 se utilizó como templado las estructuras determinadas 

experimentalmente en dicha familia depositados en la base de datos PDB (Protein Data 
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Bank, Goodsell et al., 2019). Las estructuras disponibles y utilizadas incluyen 2 variantes 

de la enzima FcnA perteneciente al organismo M. fucanivorans SWT5: 6DLH (desde 

Gln29-Ser734, llamada MfFcnA4) y 6DNS (desde Gln29-Asp623, llamada MfFcnA9), y la 

estructura 6M8N (llamada P5AFcnA) perteneciente al organismo Psychromonas sp. 

SW5A.  

 El segundo servidor utilizado fue AlphaFold2 el cuál predice las estructuras 

tridimensionales a partir del algoritmo deep learning (Jumper et al., 2021). Los 

parámetros de calidad de los modelos generados incluyen el gráfico PAE (predicted 

aligned error), que identifica el error absoluto (Å) de la posición relativa entre residuos, 

donde el color azul intenso indica bajos errores en el modelado. Además, se utilizó el 

gráfico pLDDT, que también estima la confianza del modelo en cada residuo. Los valores 

de pLDDT > 90 representan una alta precisión del modelo, mientras que valores entre 

70 y 90 representan una alta calidad a nivel del esqueleto de la proteína y buen modelo 

en general. Dicho servidor fue utilizado para la predicción de la estructura tridimensional 

de las secuencias homólogas a enzimas fucoidanasas de ambas familias, siendo él único 

método aplicado para secuencias homológas a enzimas de la familia GH168 donde no 

existen aún estructuras cristalográficas publicadas.  

 Los modelos generados por ambas herramientas fueron visualizados en el 

programa UCSF Chimera 1.10.2. (Pettersen et al., 2004). Posteriormente ambos 

modelos fueron comparados con los templados utilizados ó, en el caso de las secuencias 

homólogas a enzimas de la familia GH168 con el modelado tridimensional de la enzima 

FunA (AlphaFold2, No. acceso A0A1B1Y779), a fin de determinar regiones con distinto 

nivel de concordancia. Para la comparación de estructuras tridimensionales se utilizaron 

dos estrategias. La primera fue realizada en UCSF Chimera 1.10.2. seleccionando ambos 

modelos mediante el comando matchmaker #2 to #1 show true y los residuos fueron 

coloreados de acuerdo a los valores de RMSD (desviación de la media cuadrática) 

obtenidos. La segunda estrategia consistió en la comparación estructural mediante la 

herramienta parwise structure comparison del servidor DALI (Holm, 2022). Los 

resultados se evaluaron de acuerdo a los parámetros dali Z, RMSD y Lali.  
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2.2. Análisis de los fragmentos metagenómicos que contienen las secuencias 

identificadas 

2.2.1. Asignación taxonómica de los fragmentos metagenómicos 

 A fin de identificar a qué grupos taxonómicos pertenecerían los organismos que 

podrían ser hospedadores de los fragmentos metagenómicos identificados, se utilizó el 

programa Megan v.6.23.2. (MEtaGenome ANalyzer, Huson et al., 2007). Para la 

asignación taxonómica, en primer lugar se realizan búsquedas utilizando el algoritmo 

BLASTp (Altschul et al., 1990) de las secuencias más cercanas a aquellas a analizar en la 

base de datos nr de NCBI (descargada en julio de 2021). Utilizando la información de las 

100 secuencias más cercanas, el programa evalúa cada secuencia y le asigna una 

identificación (ID) de taxón utilizando el algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor). El 

análisis fue realizado tanto para las fucoidanasas putativas identificadas como así 

también para todas las secuencias codificantes predichas en los scaffolds que contienen 

a dichas secuencias. En ambos casos, la asignación fue realizada a partir de las 

secuencias de aminoácidos. La asignación taxonómica de los fragmentos 

metagenómicos fue indicado con porcentajes de las distintas asignaciones de las 

secuencias codificantes. Este último análisis fue realizado sólo en scaffolds con tamaños 

> 3 Kb. Los resultados obtenidos fueron reportados a nivel de phylum.  

2.2.2. Predicción de secuencias codificantes y anotación funcional de los fragmentos 

metagenómicos 

 La anotación funcional de los fragmentos metagenómicos se realizó utilizando 

dos herramientas automáticas, el servidor RAST (Rapid Annotation using Subsystems 

Technology, Keegan et al., 2015) y el servidor BASys (Bacterial Annotation System, Van 

Domselaar et al., 2005). Dado que durante el proceso de anotación automática pueden 

ocurrir errores y muchas secuencias no presentan función asignada, ambas anotaciones 

fueron comparadas y corroboradas mediante una curación manual utilizando las 

herramientas BLASTp y Pfam (El-Gebali et al., 2018). Se tuvo en cuenta además la 

predicción de secuencias codificantes realizada utilizando la herramienta 

MetaGeneMark (Zhu et al., 2010). 
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2.2.3. Análisis de contexto genómico y sintenia compartida 

 Se realizó un análisis del contexto genómico de las secuencias putativas de 

fucoidanasas, con el fin de evaluar la presencia de otros genes potencialmente asociados 

a la despolimerización de fucoidanos ó al transporte y asimilación de los productos 

resultantes, tales como enzimas sulfatasas, desacetilasas, α-L-fucosidasas, 

transportadores, entre otros. El análisis fue realizado a partir de la información obtenida 

en la anotación funcional, la cual se encuentra detallada en la sección 2.2.2. El análisis 

de sintenia compartida de los fragmentos metagenómicos identificados, y de 

fragmentos de genomas de microorganismos cercanos, fue realizado utilizando el 

programa TREBOL (http://bioinf.udec.cl/software/trebol.html). 

2.3. Microorganismos y vectores 

2.3.1. Cepas bacterianas utilizadas y almacenamiento 

Se emplearon dos cepas de E. coli para el clonado de los genes: 

 TOP10 (Invitrogen): El genotipo de la cepa es F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 

φ80lacZΔM15 ΔlacX74 nupG recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) 

endA1 λ-. Fue empleada para generar células competentes utilizadas en la etapa de 

transformación de ligaciones del gen amplificado inserto en el vector de clonado.  

 BL21 (DE3): El genotipo es B F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
–mB

–) λ(DE3 [lacI 

lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(λS). Se utilizó para la expresión heteróloga de 

las secuencias de interés.  

 Las cepas bacterianas se cultivaron a 37 °C en placas con medio LB sólido (con 

antibiótico de ser necesario). Para la conservación de las cepas y las construcciones que 

contienen, las mismas fueron crecidas en medio LB líquido a 37 °C y almacenadas a -80 

°C con el agregado de glicerol a una concentración final de 20 % (v/v) [Sambrook y Rusell, 

2001]. 

2.3.2. Vectores 

 pCRTM 4-TOPOTM (Invitrogen): vector de clonado. Empleado en el protocolo TOPO 

TA cloning (descripto más adelante). Contiene el origen de replicación bacterial pUC, 
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promotor Lac, región de clonado TOPO-TA (lacZ ccdB) y dos genes que le confieren 

resistencia a los antibióticos Kanamicina y Ampicilina (Figura 2.1.).  

 

Figura 2.1. Mapa del plásmido pCRTM 4-TOPOTM. El vector contiene dos genes de resistencia a 
antibiótico (Kanamicina y Ampicilina), un origen de replicación pUC ori, un promotor (Plac) y un 
sitio de clonado (lacZ ccdB). Extraído de Invitrogen, User Guide 2014. 

 pET28-TEV: vector de expresión. Derivado del vector pET-28a(+) [Novagen] a 

partir del cual se le incorporó un sitio de reconocimiento de la proteasa TEV en la región 

N-terminal (brindado por Dr. Rodolfo M. Rasia, IBR, Rosario, Arg.).  Contiene un sitio de 

múltiple clonado (SMC, site multiple cloning), una secuencia de sitio de reconocimiento 

de la proteasa del virus del mosaico del tabaco (TEV) y dos series de seis histidinas (His-

Tag), una en el N-terminal y otra en el C-terminal de la región de clonado del gen. Las 

etiquetas de histidina intervienen en el proceso de purificación de la enzima 

recombinante expresada. Además, presenta dos orígenes de replicación (F1 ori y ori), 

un promotor LacI y un marcador de selección que le confiere resistencia al antibiótico 

Kanamicina (Kan R, Figura 2.2.).  
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Figura 2.2. Mapa circular del vector de expresión pET-TEV. Contiene un sitio de múltiple 
clonado (SMC), dos His-Tag, un sitio de reconocimiento de la proteasa TEV, un promotor 
inducido por lactosa (LacI), dos orígenes de replicación (ori y F1 ori) y un gen de resistencia a 
Kanamicina (Kan R).  

 pGro7 (Takara Bio Inc.): presenta genes que codifican para el complejo de 

chaperonas GroEL-GroES. Contiene un origen de replicación llamado pACYC ori, un gen 

de resistencia al cloranfenicol (Cmr) y dos promotores de inducción por L-Arabinosa 

(Figura 2.3.).  

 

Figura 2.3. Mapa del plásmido pGro7. Los genes groES y groEL codifican para un complejo de 
chaperonas y están bajo el control de un promotor inducido por L-Arabinosa (araB). Extraído de 
Takara, Chaperone Plasmid Set, Product Manual v201701Da. 

2.4. Medios de cultivo  

 Todos los medios de cultivo fueron esterilizados por autoclave (121 ºC, 15 min) 

y almacenados a temperatura ambiente. Para medios sólidos, la concentración de agar 

fue de 15 g/L. Los antibióticos (Kanamicina 50 µg/mL, Cloranfenicol 10 μg/mL) 
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previamente esterilizados por filtración (0,22 µm), fueron agregados al medio de cultivo 

autoclavado bajo condiciones de esterilidad, a temperatura moderada.  

 Luria Bertani (LB, Sambrook y Russell, 2001): Para un litro de medio LB, se 

disolvieron 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl. Se ajustó el pH 

a 7 con NaOH.  

 S.O.B. (Sambrook y Russell, 2001): 2 % (p/v) triptona, 0,5 % (p/v) extracto de 

levadura, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2 y 10 mM MgSO4. 

 S.O.C. (Sambrook y Rusell, 2001): contiene la misma composición que el medio 

SOB pero con el agregado de glucosa a una concentración final de 20 mM.  

 4xYT (Burgess-Brown, 2017): Para un litro de medio se disolvieron 32 g de 

triptona, 20 g de NaCl y 5 g de extracto de levadura. El pH fue ajustado a 7 con el 

agregado de NaOH. 

2.5. Composición de soluciones 

 Solución de lisis I (Sambrook y Rusell, 2001): 50 mM glucosa, 25 mM Tris-HCl (pH 

8) y 10 mM EDTA (pH 8). La solución fue preparada en agua destilada y se esterilizó por 

autoclave, almacenándose luego a 4 °C. 

 Solución de lisis II (Sambrook y Rusell, 2001): Se preparó en el momento de ser 

utilizada, a una concentración de 0,2 N de NaOH y 1 % (p/v) de SDS en agua destilada 

estéril. 

 Solución de lisis III (Sambrook y Rusell, 2001): 60 mL de acetato de potasio 5 M 

se mezclaron con 11,5 mL de ácido acético glacial, llevando a un volumen final de 100 

mL con agua destilada. La solución se almacenó a 4 °C.  

 STE: 10 mM Tris-HCl (pH 8), 0,1 M NaCl y 1 mM EDTA (pH 8). La solución 

preparada en agua destilada se esterilizó por autoclave y se almacenó a 4 °C. 

 TNE 10X: 100 mM Tris, 10 mM EDTA y 2 M NaCl. El pH fue ajustado a 7,4 con HCl 

concentrado.  

 2X Dye Solution: 0,2 µg/µl Hoechst 33258 y 1 X TNE. 
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 EDTA 0,5 M (pH 8): Se agregaron 187,1 g de Na2EDTA•2H2O a 800 mL de agua 

destilada. Se mezcló mediante agitación magnética y se ajustó el pH con NaOH. Se llevó 

a un volumen final de 1 L con agua destilada. La solución fue esterilizada por autoclave 

y almacenada a 4 °C. 

 Reactivo de Bradford (Bradford, 1976): 0,01 % (p/v) Coomasie Blue G-250, 4,7 % 

(p/v) etanol y 8,5 % (p/v) H3PO4 85 % (p/v). Se preparó en agua destilada y fue 

almacenado en botella color caramelo a temperatura ambiente.  

 Tris-HCl 1 M (pH 7,5): 12,1 g de 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol (Tris) se 

disolvieron en un volumen final de 100 mL ajustando el pH con HCl concentrado. 

 TAE 50X: 2 M Tris-base, 1 M ácido acético glacial y 100 mM EDTA.  

2.6. Manipulación de ácidos nucleicos 

2.6.1. Aislamiento de ADN plasmídico 

2.6.1.1. Extracción de plásmidos utilizando un kit comercial 

 Para la extracción de ADN plasmídico se utilizó el kit QIAprep Spin Miniprep Kit 

(QIAGEN Inc., Valencia, California, Estados Unidos). Previo a la extracción, se inoculó una 

colonia aislada de E. coli TOP10 conteniendo el plásmido de interés, en 10 mL de medio 

LB con el antibiótico apropiado, que luego fue incubado a 37 °C durante 16 h con 

agitación vigorosa (200 rpm). Luego de la incubación, el cultivo se centrifugó a 6.000 xg 

por 3 min a temperatura ambiente. El precipitado obtenido fue utilizado para la 

extracción del plásmido, siguiendo las instrucciones del fabricante del kit. 

2.6.1.2. Extracción de plásmidos utilizando el método de lisis alcalina 

 Previo a la extracción de ADN plasmídico utilizando el método descripto por 

Sambrook y Rusell (Sambrook y Rusell, 2001), se inoculó una colonia aislada de E. coli 

TOP10, conteniendo el plásmido de interés, en 5 mL de medio LB con el antibiótico 

apropiado, y se incubó a 37 °C durante 16 h en agitación vigorosa (200 rpm). Luego de 

la incubación, el cultivo se centrifugó a 6.000 xg a temperatura ambiente. El precipitado 

obtenido se resuspendió en 100 µL de solución de lisis alcalina I a 4 °C y se mezcló 

vigorosamente con un agitador. Posteriormente, se adicionaron 200 µL de solución de 

lisis II, se mezcló por inversión diez veces y se incubó en hielo por 1 min. A continuación, 
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se agregaron 150 µL de solución de lisis III a 4 °C, se mezcló por inversión diez veces y se 

incubó en hielo durante 3 min. El lisado celular fue centrifugado a 11.600 xg durante 10 

min y el sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo. Se adicionó un volumen igual de 

isopropanol, se mezcló por inversión y se incubó por 10 min a temperatura ambiente 

para precipitar el ADN. Luego, se centrifugó a 11.600 xg por 10 min, y se lavó el 

precipitado con 1 mL de etanol 70 % (v/v). Una vez evaporado el etanol, el ADN fue 

disuelto en 20 µL de agua ultra-pura (GIBCO) y almacenado a -20 °C. 

2.6.2. Cuantificación del ADN 

 El ADN plasmídico fue cuantificado por fluorometría utilizando un fluorómetro 

QuantiFluorTM-ST Handheld (Promega Corporation, Madison WI, Estados Unidos) en el 

canal de detección de flurorescencia A (Canal UV 365 nmex y 440-470 nmem), y el 

colorante Hoechst 33258 (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, Estados Unidos). La 

calibración del fluorómetro se realizó utilizando como estándar el ADN del Fago Lambda 

(Promega) realizándose diluciones con concentraciones finales conocidas a las que se 

les añadieron 100 µL de cada una de las soluciones de trabajo, TNE 1X y 2X Dye Solution. 

Para las mediciones de las muestras incógnitas se aplicó la dilución correspondiente 

junto con los mismos volúmenes de las soluciones de trabajo. Se utilizaron tubos de 0,5 

mL en todas las mediciones, con el adaptador del equipo para el uso de tubos de este 

tamaño.  

2.6.3. Electroforesis en geles de agarosa 

 A fin de separar las moléculas de ADN, se prepararon geles de agarosa cuya 

concentración varió entre 0,7 y 2 % (p/v), según el tamaño de los fragmentos a analizar. 

Los geles fueron preparados en solución buffer TAE 1X con el agregado del colorante 

EcoGel a una concentración final 1X (20.000X, INBIO Highway). Las corridas 

electroforéticas se realizaron en el buffer TAE 1X, a un voltaje constante de 70 V. Las 

muestras de ADN se sembraron utilizando una solución de siembra 6x (0,25 % (p/v) azul 

de bromofenol y 30 % (v/v) glicerol), añadido en una proporción 5:1 de muestra/solución 

de siembra. De acuerdo al tamaño del fragmento a visualizar, se utilizaron distintos 

marcadores de peso molecular, entre ellos: 1 kb ladder de INBIO HIGHWAY, los 

marcadores 100 pb PLUS y 50 pb de PB-L y el marcador Lambda DNA/HindIII de Promega. 
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El ADN fue visualizado utilizando un documentador de geles con luz UV (255 nm, Bio-

Vision, Francia).  

2.7. Transferencia de ADN plasmídico 

 La transferencia de ADN plasmídico a cepas de E. coli se realizó por 

transformación. Se utilizó el método de cloruro de calcio descripto por Sambrook y 

Rusell (Sambrook y Russell, 2001) para la obtención de células competentes, tal como 

se indica a continuación. 

2.7.1. Obtención de células competentes E. coli TOP10 y BL21 (DE3)  

 Partiendo de un cultivo en LB sólido de E. coli TOP10 ó BL21 (DE3), se colocaron 

4 colonias en 62,5 mL de caldo S.O.B., que fueron cultivadas a 20 °C hasta una densidad 

óptica (DO) de 0,4 a 600 nm. Luego de incubar 10 min en hielo, se recolectaron las 

células por centrifugación a 5.000 xg durante 10 min a 4 °C. Se resuspendió el 

precipitado de células en 20 mL de buffer de transformación frío (10 mM PIPES pH 6,7, 

15 mM CaCl2 y 250 mM KCl), se incubó en hielo por 10 min y se centrifugó nuevamente 

bajo las mismas condiciones. El precipitado fue resuspendido en 5 mL de buffer de 

transformación frío, y se adicionaron 350 µL del crioprotector dimetilsulfóxido (DMSO). 

El volumen obtenido fue fraccionado en alícuotas de 200 µL, las cuales fueron 

almacenadas a -80 °C hasta su uso.  

2.7.2. Transformación de células competentes  

 Se transformaron células competentes de E. coli TOP10 ó BL21 (DE3) según el 

protocolo de transformación por choque térmico de New England Biolabs (NEB 

https://international.neb.com/protocols/), descripto a continuación. 

2.7.2.1. E. coli TOP10 

 La transformación se realizó mediante el agregado del volumen total de la 

reacción de ligación en 200 µL de células competentes. Simultáneamente, se realizó un 

control positivo, al cual se añadió una concentración conocida de un plásmido similar, y 

un control negativo que consistió en un volumen igual de agua estéril. Luego del 

agregado del ADN, se mezcló suavemente y se incubó 60 min en hielo. La reacción fue 

sometida a un shock térmico a 42 °C por 90 s, y se llevó inmediatamente a hielo por 1 

min. Finalmente, se agregaron 800 µL de medio SOC, y se incubó durante 90 min a 37 °C 
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con agitación suave (50 rpm). Las células transformadas fueron sembradas en medio 

SOB con Kanamicina, incubando 16 h a 37 °C.   

2.7.2.2. E. coli BL21 (DE3) 

 La transformación se realizó mediante el agregado de 1 ng de plásmido pET28-

TEV que contiene el gen de interés en 200 µL de células competentes BL21 (DE3). Se 

aplicó el mismo protocolo de transformación de las células competentes E. coli TOP10.  

2.7.2.3. Eficiencia de la transformación 

 El cálculo de la eficiencia de transformación fue realizado a partir del número de 

colonias obtenidas en distintas diluciones de sembrado en relación con los µg de ADN 

añadidos. El análisis de los clones obtenidos a partir de la ligación se realizó siguiendo el 

protocolo descripto en la sección 2.8.4.1.   

2.8. Amplificación y clonado de las secuencias de interés 

2.8.1. Eliminación del péptido señal  

 Se removió la región de la secuencia nucleotídica correspondiente al péptido 

señal de las secuencias seleccionadas para su expresión heteróloga (identificación 

detallada en la sección 2.1.4.4.). Las secuencias obtenidas fueron utilizadas para el 

diseño de los cebadores.  

2.8.2. Diseño de cebadores 

 Para el diseño de los cebadores se utilizó el programa Serial Cloner versión 2.6.1. 

Los oligonucleótidos diseñados para las distintas secuencias seleccionadas se 

encuentran detallados en la Tabla 2.1. Los mismos contienen sitios de reconocimiento 

de corte para las enzimas de restricción EcoRI (5’-GAATTC-3’), XhoI (5’-CTCGAG-3’) y 

NdeI (5’-CATATG-3’) indicados en negrita. Además, se añadieron los nucleótidos 

necesarios para un corte eficiente de las enzimas en ambos extremos (información 

obtenida a partir de la herramienta Cleavage Close to the End of DNA Fragments de la 

plataforma New England BioLabs inc.). Dichas enzimas de restricción corresponden al 

tipo II, las cuales reconocen secuencias específicas palindrómicas. La herramienta 

RestrictionMapper (http://www.restrictionmapper.org/) fue utilizada para constatar 

que las enzimas de restricción seleccionadas no digirieran en ningún otro sitio en el 
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fragmento a amplificar. Se realizaron análisis para predecir la probabilidad de formación 

de estructuras secundarias y dímeros de cebadores, utilizando el servidor OligoAnalyzer 

3.1 (http://www.idtdna.com/calc/analyzer/). Además, se consideró la presencia de una 

o dos bases G ó C en el extremo 3’ a los efectos de favorecer la unión del cebador al 

templado dado los triples enlaces que éstas presentan.  

 La síntesis de oligonucleótidos diseñados para la amplificación de las secuencias 

seleccionadas fue realizada en Integrated DNA Technologies, Inc. (IDT), y una vez 

obtenidos, se disolvieron en un volumen equivalente para obtener una concentración 

final de 100 µM. 

Tabla 2.1. Secuencias de los oligonucleótidos diseñados para la amplificación de genes 

putativos a fucoidanasas. Los sitios de reconocimiento por endonucleasas de restricción se 

indicar en negrita. El triplete de nucleótidos subrayados en el cebador Reverse indica el codón 

stop.  

Nombre Secuencia del cebador (5' 3') 
Longitud 

(nt) 
Enzima de 
restricción 

163424_F TGACTGAATTCCAGTTCTTGTGGTATGAAAATCAAAC 37 EcoRI 

163424_R AGTCGCTCGAGTTATTTAGAAATAATTATTTTTTGAGTAATGC 43 XhoI 

113643_F CGATACATATGGAAGAGCCTCGCGTCTGG 29 NdeI 

113643_R CACTACTCGAGCTACTGTTTTCTACTTTTCTTGACGG 37 XhoI 

57307_F CGATACATATGCAGGAATCGCCGACTGAAAAG 32 NdeI 

57307_R CACTACTCGAGCTATTTCCCACGAATCACTTC 32 XhoI 

277285_F CAGTGCATATGCAAGACACTGAGGTTGAGTTACC 34 NdeI 

277285_R TCATATCTCGAGTCAATGTTTGGCGGGTGAAGC 33 XhoI 

 

2.8.3. Amplificación de las secuencias de interés 

 Los genes correspondientes a las secuencias seleccionadas fueron amplificados 

mediante la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) a partir del ADN 

purificado de los clones de la biblioteca metagenómica, utilizando una mezcla comercial 

de alta fidelidad (FastStart High Fidelity PCR System, dNTPack, Roche). Cada reacción de 

amplificación se llevó a cabo en un volumen final de 25 µL de mezcla de reacción 

conteniendo: 0,4 µM de los cebadores correspondientes, 2,5 µL de FastStart High 

Fidelity, solución amortiguadora 10x con MgCl2, 200 µM de dNTPs (PCR Grade 

Nucleotide Mix) y 2,5 U de ADN polimerasa (FastStart High Fidelity Enzyme Blend). El 

ADN molde consistió en una mezcla compuesta por múltiples fósmidos que contienen 
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insertados fragmentos genómicos de aproximadamente 40 kb, de la biblioteca 

metagenómica de sedimentos intermareales de Bahía Ushuaia. El número de mezclas 

evaluadas fue de tres, que en conjunto corresponderían a la mitad de los clones de la 

biblioteca. Esto es debido a que el set de datos metagenómicos fue obtenido a partir de 

la secuenciación y ensamblado independiente de las dos mitades de los clones de la 

biblioteca metagenómica, y se conoce si la secuencia proviene de S1 ó S2. En cada 

reacción de amplificación se utilizó 4 mg/µL de ADN.  

 Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un termociclador PTC-100 

(MJ Research, Waltham, MA, Estados Unidos). Los programas de PCR se ajustaron a las 

temperaturas de “melting” de los distintos cebadores para los genes seleccionados y se 

encuentran indicadas en la Tabla 2.2. En cada amplificación se incluyó un control 

negativo conteniendo agua destilada autoclavada en lugar del templado. La presencia 

de los fragmentos de amplificación se verificó mediante corridas electroforéticas en 

geles de agarosa. Luego de constatar la presencia del fragmento amplificado en las 

condiciones de reacción optimizadas en una mezcla de clones en particular, se realizaron 

reacciones de amplificación preparativas con volúmenes finales de 50 µL, las cuales 

fueron sembradas en un gel de agarosa 1 % (p/v). La banda correspondiente al 

fragmento amplificado fue purificada mediante el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 

System (Promega), siguiendo las indicaciones del fabricante.  
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Tabla 2.2. Protocolo de temperaturas utilizadas en la reacción de amplificación de las 

secuencias de interés. 

 

 

2.8.4. Clonado de los productos de amplificación 

 Previo al clonado, se añadieron nucleótidos de adenina a los extremos de los 

fragmentos amplificados y purificados. Este paso fue realizado dado que los productos 

de amplificación fueron purificados y congelados a -20 °C previo a su clonado, y podrían 

haber perdido los nucleótidos de adenina que adiciona la enzima Taq polimerasa en los 

extremos 3’ del fragmento. Para ello, se realizó una incubación de 30 min a 72 °C, en 

presencia de solución amortiguadora de reacción 0,3X PCR Buffer, 2 µM dATP, 0,5 mM 

MgCl2 y 5 U/mL ADN polimerasa T-Plus (Inbio-Highway, Tandil, Argentina). Este paso fue 

realizado para permitir la ligación posterior con los residuos de timina presentes en los 

extremos del plásmido de clonado.  

 El clonado se realizó utilizando el vector pCRTM 4-TOPOTM del kit TOPO-TA 

Cloning® Kit for Sequencing (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos), siguiendo las 

instrucciones del fabricante con modificaciones menores. La mezcla de la reacción de 

clonado se realizó en un volumen final de 3 µL y consistió en 0,5 µL del vector, 0,5 µL de 

solución salina, 1,5 µL de la solución del producto amplificado y 0,5 µL de agua ultra pura 
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Inbio Highway. La relación gen/vector utilizada fue 3:1 respectivamente. Los 

componentes de la reacción fueron mezclados suavemente e incubados a temperatura 

ambiente durante 15 min. La construcción resultante fue utilizada para transformar 

células de E. coli TOP10 competentes químicamente mediante el método de 

transformación por choque térmico. Para ello se utilizaron 100 µL de células TOP10, a 

las cuales se le agregaron 2 µL de la reacción de clonado. Luego de mezclar suavemente, 

se incubaron por 30 min en hielo, seguido de un shock de calor a 42 °C durante 90 s, 

transfiriéndose inmediatamente a hielo por 1 min. Finalmente, se agregaron 800 µL de 

medio SOC, y se incubó durante 90 min a 37 °C en agitación suave (50 rpm). Las células 

transformadas fueron sembradas utilizando una espátula de Drigalski sobre medio SOB 

agar con kanamicina (50 µg/mL), e incubadas 16 h a 37 °C. Como control positivo de la 

transformación, se realizó el agregado de un plásmido similar a una concentración 

conocida. En los controles negativos, se reemplazó la mezcla de ligación por el agua 

provista por el fabricante del kit.  

2.8.4.1. Selección de clones positivos 

 Para verificar la presencia de la secuencia de interés en las colonias obtenidas, 

se aplicaron 2 metodologías. La primera de ellas consistió en la realización de una PCR 

de las colonias obtenidas en la transformación (“PCR colony”). Las colonias 

seleccionadas se resuspendieron en 15 µL del buffer 100 mM Tris-HCl (pH 8), 1 mM EDTA 

y 0,1 % (p/v) Triton X-100. Los tubos se incubaron a 95 °C durante 5 min, y luego se 

recuperó el sobrenadante mediante centrifugación por 10 min a 11.600 xg. Se utilizaron 

2 µL del sobrenadante como templado para la reacción de PCR. Los productos 

resultantes de la amplificación fueron visualizados en un gel de agarosa a 1 % (p/v) 

comparándose con el tamaño esperado.  

 La segunda metodología aplicada consistió primeramente realizar una extracción 

de plásmido mediante el método de lisis alcalina (descripto en la sección 2.6.1.2), para 

luego realizar una digestión con una endonucleasa de restricción que reconozca y 

escinda una sola vez el vector que contiene el inserto, a los fines de obtener un plásmido 

linealizado. Al igual que en el caso anterior, los resultados se visualizaron en 

electroforesis en gel de agarosa, y evaluándose con respecto al tamaño esperado.  
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 Los clones que presentaron el fragmento de interés fueron conservados a -80 °C. 

Para cada gen, se eligieron dos clones al azar a partir de los cuales se realizaron 

extracciones de plásmido mediante kit comercial (descripto en sección 2.6.1.1.). Los 

plásmidos purificados fueron enviados a secuenciar al servicio de Secuenciación Sanger 

de Macrogen Korea (Seoul, Corea). Para la secuenciación se utilizaron los cebadores 

universales M13F(-20) y M13R-pUC(-40) del vector pCRTM 4-TOPOTM. Los resultados 

obtenidos de la secuenciación fueron analizados utilizando el programa BioEdit 7.0.9. Se 

evaluó la direccionalidad del inserto, la presencia de los sitios de restricción y la 

secuencia de nucleótidos.  

2.8.5. Subclonado de las secuencias en el vector de expresión pET28-TEV 

2.8.5.1. Digestión con endonucleasas de restricción 

 El inserto fue escindido utilizando las enzimas de restricción (Promega) cuyos 

sitios fueron incorporados en los cebadores (Tabla 2.1.). Las mismas enzimas de 

restricción fueron utilizadas para la digestión del vector pET28-TEV. El método aplicado 

consistió en una digestión secuencial, en donde en primer lugar se añadieron todos los 

componentes detallados en la Tabla 2.3. y sólo una de las enzimas, la cual se incubó 

durante 1 h a 37 °C. Posteriormente se agregó la segunda endonucleasa de restricción 

dejándose actuar durante el mismo tiempo y temperatura que la primera. Finalmente, 

se añadieron 0,5 µL de cada enzima de restricción y se dejó actuar por 2 h más a 37 °C. 

Las concentraciones y volúmenes utilizados se indican en la Tabla 2.3., siendo el 

volumen final de la reacción de 50 µL. En la reacción de digestión del vector de expresión 

se empleó la enzima fosfatasa alcalina de cámaron (TSAP, Promega Corp., Madison, EE. 

UU.), a los efectos de remover los grupos fosfatos terminales y así evitar el re-ligado del 

vector.  
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Tabla 2.3. Volúmenes utilizados en la digestión con endonucleasas de restricción del vector de 

expresión y de clonado que contiene la secuencia de interés. 

 pET28-TEV pCRTM 4-TOPOTM con inserto 

ADN 2 -3 µg 3 µg 

Buffer específico para las enzimas 5 µL 5 µL 

Enzima I 
1,5 µL (15 U) 1,5 µL (15 U) 

Enzima II 

Albúmina sérica bovina (BSA) 0,5 µL 0,5 µL 

Fosfatasa alcalina (TSAP) 1,5 µL (1,5 U) - 

 

2.8.4.2. Purificación del material digerido 

 El producto resultante de las digestiones con endonucelasas de restricción fue 

sembrado en un gel de agarosa al 0,7 % (p/v) con el agregado del colorante SYBR Green 

(concentración final 1X). El ADN fue visualizado utilizando un transiluminador de luz azul 

(470 nm, Labnet ENDUROTM), que daña en menor grado el ADN que longitudes de onda 

más bajas. Luego de su visualización, se cortó con un bisturí las porciones del gel 

contiendo las bandas de interés, las cuales fueron purificadas utilizando el kit comercial 

HiYield PlusTMGel/PCR DNA Minikit (Real Biotech), siguiendo las indicaciones del 

fabricante. 

2.8.4.3. Ligado de fragmentos de ADN 

 El gen de interés y el vector pET28-TEV (ambos purificados) fueron ligados 

utilizando la enzima T4 ADN Ligasa (Promega) en un volumen final de 20 µL. La relación 

gen/vector utilizada fue 3:1, donde primeramente fueron incubados junto con 0,5 µL de 

ligasa y 2 µL del buffer comercial de la enzima (30 mM Tris-HCl pH 7,8, 10 mM MgCl2, 10 

mM DTT y 1mM ATP) durante 1 h en hielo. Posteriormente la reacción se incubó por 16 

h a 4 °C. 

2.9. Sobre-expresión heteróloga y purificación de las enzimas recombinantes 

2.9.1. Predicciones de expresión soluble 

 Las predicciones de solubilidad ante la expresión en E. coli se realizaron a partir 

de las secuencias de aminoácidos de las enzimas identificadas (eliminando el péptido 

señal) haciendo uso de tres servidores: Soluprot, CamSol y SOLpro. El primero de ellos 
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utiliza la base de datos TargetTrack como set de búsqueda, la cual está basada en 

machine learning (Hon et al., 2021, https://loschmidt.chemi.muni.cz/soluprot/). En la 

herramienta CamSOL se utilizó el algoritmo CamSOL intrínseco, donde se predice la 

solubilidad de la proteína y la propensión a la formación de agregados proteícos 

(Sormanni et al., 2017, http://www-vendruscolo.ch.cam.ac.uk/camsolmethod.html). 

Por último, SOLpro predice la propensión de una proteína a ser soluble tras la 

sobreexpresión en E. coli utilizando un clasificador SVM (máquinas de vector soporte, 

del inglés support-vector machines), de dos etapas basada en múltiples 

representaciones de la estructura primaria (Magnan et al., 2009, 

http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/).  

2.9.2. Optimización de la expresión heteróloga 

2.9.2.1. Composición del medio de cultivo 

 Se comparó la velocidad de crecimiento y DO de E. coli BL21 (DE3) transformadas 

con las construcciones pET28-TEV-163424 y pET28-TEV-57307, como así también los 

niveles de expresión de las proteínas de interés en las mismas utilizando los medios de 

cultivo LB y 4xYT (sección 2.4.).  

2.9.2.2. Adicción de glucosa 

 La expresión basal del operón Lac fue inhibida mediante el agregado de 1 % (p/v) 

de glucosa al medio de cultivo. 

2.9.2.3. Temperatura de crecimiento e inducción 

 Se evaluó el crecimiento y los niveles de expresión de las proteínas de interés a 

diferentes temperaturas: 12, 21, 30 y 37 °C.  

2.9.2.4. Uso de chaperones moleculares: el complejo GroES-GroEL 

 El plásmido pGro contiene genes que codifican para el complejo de chaperonas 

GroES-GroEL. Este plásmido fue co-transformado en E. coli BL21 (DE3) conteniendo las 

construcciones, dado que ambos plásmidos son compatibles. La inducción de los genes 

groES-groEL se realizó con el agregado de L-Arabinosa a una concentración final de 4 

mg/mL.  
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2.9.3. Cosecha de células y lisis celular 

 Las células bacterianas fueron cosechadas por centrifugación a 4.600 xg por 10 

min a 4°C, resuspendidas en buffer compuesto por 10 mL de 20 mM Tris-HCl (pH 7,5), 

150 mM NaCl, y centrifugadas nuevamente utilizando las mismas condiciones. Se 

añadieron 3 mL de buffer de lisis y la suspensión de células fue alícuotada en dos tubos 

de 2 mL. Dichas células fueron sometidas a ruptura por homogenización en Fastprep-

24™ (MP Biomedicals, california, USA) utilizando 1/3 (v/v) de esferas de vidrio (“beads”) 

de 0,12 mm de diámetro. Se aplicaron 2 ciclos de 4 m/s durante 10 s, con una etapa de 

enfriamiento en hielo por 5 min entre ciclos. Luego, se removió el material insoluble por 

centrifugación a 11.600 xg por 10 min a 4 °C. Los sobrenadantes fueron sembrados en 

un gel de SDS-PAGE en un volumen equivalente a 25 µg de proteína total. 

 A fin de optimizar la etapa de lisis celular, se evaluaron distintas composiciones 

del buffer de lisis con respecto a concentraciones de Tris-HCl (20 y 100 mM) y NaCl (150 

y 500 mM), como así también la ausencia/agregado de glicerol, imidazol e inhibidor de 

proteasas (PMSF). 

2.9.4. Expresión heteróloga 

 Una vez determinadas las condiciones óptimas, en una primera instancia se 

realizaron experimentos de expresión a pequeña escala, con el fin de comprobar el nivel 

de expresión de las enzimas en la fracción soluble, para luego aplicarlo a un mayor 

volumen. Para ello, se inocularon 10 mL de medio de cultivo (LB ó 4xYT) con kanamicina 

con una colonia de BL21 (DE3)/pET28-TEV-163424 y pET-TEV-57307. El cultivo se incubó 

por 112 h con agitación a 200 rpm, a 12 °C. Posteriormente, se realizó un repique de 

este cultivo en 50 mL de medio de cultivo, añadiendo un volumen tal que la DO inicial 

sea de 0,1. La densidad óptica se obtuvo a partir de mediciones en espectrofotómetro 

UV-Visible (Genesys 50, Thermo Fisher) a una longitud de onda de 600 nm (DO600nm). El 

mismo se cultivó en las mismas condiciones hasta una DO de 0,8, momento en el cual 

se agregó IPTG a una concentración final de 0,2 mM. Luego de 19 h de inducción, se 

cosecharon las células siguiendo lo descripto en la sección 2.9.3., se lisaron, y se 

determinó la concentración de proteína por el método de Bradford (sección 2.9.5.1.2.), 
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evaluandose la cantidad de enzima heróloga soluble mediante geles de SDS-PAGE 

(sección 2.9.5.1.1.). 

 Para la producción de las enzimas de interés en mayor cantidad, se emplearon 

matraces de 1 L con 200 mL de medio 4xYT. Las condiciones de crecimiento e inducción 

fueron iguales a aquellas las empleadas para el test de expresión. El volumen del buffer 

de lisis aplicado fue de 6 mL. 

2.9.5. Purificación, cuantificación y determinación de pureza de las enzimas obtenidas 

2.9.5.1. Purificación mediante cromatografía de afinidad 

 La purificación de las proteínas recombinantes se realizó por cromatografía de 

afinidad de unión a metales utilizando una resina conformada por ácido dinitriloacético 

agarosa (Ni-NTA, Invitrogen). En primer lugar, se procedió a equilibrar la resina con el 

buffer A conteniendo 100 mM Tris-HCl (pH 7,5), 500 mM NaCl, 10 % (v/v) glicerol y 5 

mM de Imidazol, y posteriormente se añadió el sobrenadante obtenido luego de la lisis 

celular (sección 2.9.3.). Se incubó la resina con el sobrenadante durante 60 min en un 

baño de agua-hielo con agitación suave (50 rpm). Luego, se extrajo el sobrenadante por 

centrifugación conformando la muestra “Flow-through” que contiene las proteínas que 

no se unieron a la resina. Posteriormente, se realizaron 2 lavados de la resina con el 

buffer B: 100 mM Tris-HCl (pH 7,5), 500 mM NaCl, 10 % (v/v) glicerol y 10 mM Imidazol, 

obteniéndose el sobrenadante por centrifugación. En la etapa de lavado se eliminan 

proteínas no retenidas en la resina, como así también, se remueven uniones débiles e 

inespecíficas. Finalmente, la proteína de interés fue eluída utilizando el buffer C: 100 

mM Tris-HCl (pH 7,5), 500 mM NaCl, 10 % (v/v) glicerol y 300 mM imidazol. El 

procedimiento de elución fue aplicado 4 veces almacenándose cada elución por 

separado. Todas las fracciones obtenidas fueron almacenadas a 4°C hasta su posterior 

uso. La cuantificación de las distintas muestras fue realizada mediante el método de 

Bradford, mientras que la pureza de las fracciones resultantes fue evaluada mediante 

electroforesis en geles de SDS-PAGE. 

2.9.5.1.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 La separación de proteínas fue efectuada en electroforesis en gel de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (Laemmli, 1970) empleado el sistema 
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Enduro vertical Gel System (Labnet). Se utilizaron geles verticales de 10 cm de altura y 

10 cm de ancho con un espesor de 1 mm. Para el gel de separación (8 cm de altura), se 

utilizó una concentración de poliacrilamida de 10 % (p/v), en 390 mM Tris-HCl (pH 8,8), 

0,1 % (p/v) SDS, 0,1 % (p/v) persulfato de amonio (PSA) y 0,05 % (v/v) TEMED. El gel de 

concentración (2 cm de altura) contenía 3 % (p/v) de poliacrilamida en 126 mM Tris-HCl 

(pH 6,8), 0,1 % (p/v) SDS, 0,1 % (p/v) PSA y 0,05 % (v/v) TEMED. La relación de 

acrilamida/bis-acrilamida utilizada fue de 29:1. Las corridas electroforéticas fueron 

realizadas a temperatura ambiente con una intensidad de corriente entre 20 y 30 mA. 

Previo a la siembra, las muestras fueron tratadas en un baño a 95 °C durante 2 min, en 

una solución de desnaturalización conteniendo 50 mM Tris-HCl (pH 6,8), 2 % (p/v) SDS, 

10 % (v/v) glicerol, 0,1 % (p/v) azul de bromofenol y 100 mM de DTT. El buffer de 

electrodo utilizado consistió en 25 mM Tris-base, 192 mM Glicina y 0,1 % (p/v) de SDS. 

Luego de la electroforesis, las proteínas fueron fijadas sumergiendo los geles en una 

solución de 30 % (v/v) etanol y 10 % (v/v) de ácido acético durante 10 min y teñidas 

utilizando una solución de 1 % (p/v) Azul de Coomassie R250 en etanol : ácido acético : 

agua (50 : 10 : 40). La solución decolorante consistió en 30 % (v/v) etanol y 7 % (v/v) de 

ácido acético y se aplicó con agitación suave durante al menos 6 h. El peso molecular de 

las bandas de interés se estimó con el marcador SDS-Standards Broad Range (BIO-RAD) 

6,5 - 200 kDa. 

2.9.5.1.2. Determinación de la concentración de proteínas 

 La determinación de la concentración de proteínas se llevó a cabo según el 

método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976), basado en el cambio de absorción 

de 465 a 595 nm que experimenta una solución de Coomassie Brilliant Blue G-250 al 

unirse a las proteínas presentes en la muestra. Se mezclaron 50 µL de muestra en 2,5 

mL del reactivo de Bradford (sección 2.5.), se incubó 10 min a temperatura ambiente y 

posteriormente se midió la absorción de la mezcla a 595 nm en espectrofotómetro 

(Genesys 50, UV-VIS, Thermo Fisher). Como patrón se utilizó la proteína BSA en un rango 

de concentraciones de 20 a 870 µg. Se obtuvo una ecuación de la recta para cada 

experimento, preparando las distintas concentraciones de BSA a partir de una solución 

madre de 870 µg/mL cuya concentración fue determinada espectrofotométricamente 

utilizado un valor de A280nm (0,1 %, 1 cm) de 0,667.   
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2.9.5.2. Diálisis 

 Las alícuotas de eluciones con mayor concentración de proteínas fueron 

agrupadas y dializadas contra un buffer de diálisis (100 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl y 10 

% (v/v) de glicerol), cuyo valor de pH (entre 7,5 y 8) dependió del punto isoeléctrico (pI) 

de la enzima. Se consideró que el pH del buffer y el pI no resulten iguales, dado que en 

condiciones de igualdad la carga de la proteína resulta neutra y se genera un ambiente 

externo con gran fuerza iónica que llevaría a la precipitación de la proteína. La diálisis se 

realizó con membranas con tamaño de poro 12 - 14 kDa (Spectra/Por®2 Dialysis 

Membrane) y se incubó por 18 h con agitación a 5 °C. El volumen de buffer utilizado se 

aplicó en un factor volumétrico de 300 x con respecto al volumen de la muestra a 

dializar.  

2.9.5.3. Concentrado de las proteínas purificadas 

 Luego de la diálisis, las muestras fueron concentradas por centrifugación 

utilizando columnas de ultrafiltración (Vivaspin 500, GE Healthcare) de 3 kDa MWCO 

(Molecular weight cut-off) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras 

fueron cuantificadas por el método de Bradford y posteriormente almacenadas en 

alícuotas a -20 °C con el agregado de glicerol a una concentración final de 5 % (v/v). 

2.10. Extracción y caracterización de fucoidanos 

2.10.1. Sitios de recolección de las algas pardas 

 Se recolectaron ejemplares de dos especies de algas pardas presentes en 

distintos puntos costeros de la provincia de Chubut para la extracción de fucoidanos. 

Fueron recolectados esporofilos de U. pinnatifida provenientes de arribazón en Cerro 

Avanzado, Puerto Madryn, Chubut (S 42 ° 49,77’, O 64 °C 53,02’, punto 3 en Figura 2.4.). 

Ejemplares de la especie M. pyrifera se recolectaron por corte desde la superficie del 

mar y proviene de poblaciones presentes en Bahía Camarones (S 44 ° 46,57, O 65 ° 34,47, 

punto 4 en Figura 2.4.A.), ubicado al norte del Golfo San Jorge. Ambas especies fueron 

recolectadas durante la estación de verano.  
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Figura 2.4. Especies de algas pardas a las que pertenecen los fucoidanos utilizados en este 
trabajo. A) Ubicación geográfica de los sitios en los que fueron recolectadas muestras de algas 
pardas para la extracción de fucoidanos. B) Fotografías de las distintas especies. (Imágenes 
extraídas de AlgaeBase, https://www.algaebase.org) 

 Seis extractos de fucoidanos pertenecientes a distintas especies de algas pardas 

fueron facilitados por investigadores (Dra. Ponce e Ing. Latour). Los fucoidanos extraídos 

por la Dra. Ponce provienen de las especies Adenocystis utricularis y Scytosiphon 

lomentaria, la primera fue recolectada en Playa Bonita ubicada en la ciudad de 

Comodoro Rivadavia (S 45 ° 59 ‘, O 67 ° 35’, punto 5 en Figura 2.4.A.) y la restante en La 

Lobería (S 46 ° 08´, O 67 ° 40´, punto 6 en Figura 2.4.A.), en la provincia de Santa Cruz 

(Ponce et al., 2003 y 2019). Los polisacáridos brindados por Ezequiel Latour provienen 
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de las especies Colpomenia sinuosa extraída de playa El Pozo (S 42°49´12", O 64°53´09", 

punto 2 en Figura 2.4.A.) y de Cerro Avanzado (S 42°50´02", O 64°52´03", punto 3 en 

Figura 2.4.A.), Eudesme virescens proveniente de Puerto Madryn (S 42°46´38", O 

64°59´56", punto 1 en Figura 2.4.A.), Myriogloea major de playa El Pozo y Asperococcus 

ensiformis de Cerro Avanzado.  

2.10.2. Extracción de los fucoidanos de U. pinnatifida y de M. pyrifera 

 Luego de su recolección, las muestras fueron lavadas con agua de mar y secadas 

hasta obtener peso constante a temperatura ambiente. La biomasa seca obtenida de U. 

pinnatifida fue molida por acción mecánica mediante el uso de una procesadora 

doméstica y posteriormente fue tamizada con una malla número 20. En el caso de M. 

pyrifera, se separaron cuidadosamente las láminas, el cauloide y los flotadores, y cada 

una de dichas partes fue molida en un molinillo de paletas con tamiz de malla 20.  Se 

pesaron 100 g de esporofilos de U. pinnatifida secos y molidos, y 60 g de flotadores, 

cauloide y láminas de M. pyrifera también secos y molidos, para ser sometidos al 

procedimiento extractivo de los fucoidanos. Dicho procedimiento se resume en la Figura 

2.5. En primer lugar, con el fin de remover pigmentos, se aplicó una extracción con 

metanol/cloroformo/agua en la proporción 4:2:1 con agitación durante 24 h a 

temperatura ambiente. El extracto resultante se filtró utilizando microfibras de vidrio 

(MUNKTELL M6-D: 2,7 µm y 47 mm de diámetro) obteniéndose un residuo que fue 

secado a temperatura ambiente por 24 h.  Posteriormente, sobre todos los residuos se 

aplicaron dos extracciones secuenciales, en primer lugar con etanol 80 % (v/v) a 

temperatura ambiente durante 24 h, y luego a 70 °C durante 7 h. Los extractos fueron 

recuperados por centrifugación (SIGMA 4K15C, rotor 12166) a 11.960 xg, a 10 °C por 15 

min, y los residuos obtenidos se dejaron secar bajo campana de extracción. La siguiente 

etapa de procedimiento extractivo consistió en el tratamiento con 0,01 M HCl (pH 2) 

durante 6 h a temperatura ambiente. El sobrenadante fue recuperado por 

centrifugación y tras neutralización con bicarbonato de sodio, fue concentrado en 

evaporador rotatorio (Buchi RE 111) con temperatura de baño de agua menor a 45 °C. 

El volumen concentrado fue dializado en bolsa de poro 6 – 8 kDa (Spectra, relación 7,9 

mL/cm) durante 72 h contra agua corriente y luego por 48 h contra agua destilada. 

Finalmente los extractos fueron reunidos y liofilizados (liofilizador L T-12 Rificor) a una 
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presión menor de 0,1 mm Hg y a una temperatura aproximada de -45 °C. 

Posteriormente, se calcularon los respectivos rendimientos de cada extracción (gramos 

de extracto por 100 g de peso seco).  

 Los extractos provenientes de las distintas partes del talo de M. pyrifera fueron 

nombrados como EFLO, ELAM y ECAU para fucoidanos provenientes de flotadores, 

láminas y cauloide respectivamente. El extracto de fucoidanos provenientes de 

esporofilos de U. pinnatifida se nombró EUND. 

 

Figura 2.5. Esquema de la serie de pasos aplicados en la extracción de fucoidanos a partir de 
la biomasa seca. Todos los pasos, a excepción del 4 y el 7, fueron realizados a temperatura 
ambiente.   

2.10.2.1. Caracterización de los extractos mediante técnicas analíticas 

2.10.2.1.1. Determinación de azúcares totales 

 Se llevó a cabo mediante el método fenol-sulfúrico utilizando fucosa como 

estándar (Dubois et al., 1951). A los fines de obtener una solución conteniendo hasta 80 

µg/mL de hidratos de carbono, se pesaron aproximadamente 4 mg de extractos y/ó 

fracciones de fucoidanos y se disolvieron en 10 mL de agua destilada. Se tomaron 

alícuotas de 50, 100 y 150 µL de las muestras y se realizaron 3 réplicas para cada 

volumen. A todos los tubos se le adicionaron 0,5 mL de fenol al 5 % (p/v) y se agitaron 

utilizando un agitador tipo vórtex. Luego, se agregaron 2,5 mL de ácido sulfúrico 

concentrado (98 % grado analítico) sobre la superficie de la solución a fin de asegurar 

un calentamiento máximo y se dejaron reposar 10 min. Transcurrido este tiempo, los 

tubos se agitaron en vórtex y se mantuvieron 20 min a temperatura ambiente. En forma 

paralela, se preparó un blanco con agua destilada. Finalmente se leyó la absorbancia del 

color desarrollado a 490 nm y el contenido de hidratos de carbono totales se cuantificó 
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por referencia a curvas patrón de fucosa. El resultado se expresó como porcentaje de 

azúcar anhidro (x 146/164). 

2.10.2.1.2. Determinación de ácidos urónicos 

 Se realizó siguiendo la modificación de Filisetti-Cozzi y Carpita del método de 

Blumenkrantz y Asboe-Hansen (Filsetti-Cozzi y Carpita, 1991). Para la determinación se 

prepararon los siguientes reactivos: 

 Solución A: ácido sulfámico/sulfamato de potasio 4 M (pH 1,6). 

 Solución B: tetraborato de sodio 0,0125 M en ácido sulfúrico concentrado, grado 

analítico. 

 Solución C: m-hidroxidifenilo (0,15 %) en hidróxido de sodio acuoso al 0,5 % (p/v). 

 Se pesaron aproximadamente 4 mg de fucoidanos, y fueron disueltos en 10 mL 

de agua destilada. Se tomaron alícuotas de la muestra de polisacárido de 100, 200 y 300 

µL y se llevaron a un volumen final de 400 µL con agua destilada. De esta forma, se 

obtuvieron hasta 200 nmoles de ácido hexurónico en dicho volumen final. El blanco 

consistió en 400 µL de agua destilada. Se preparó una solución patrón de D-

glucuronalactona de una concentración de 80 µg/mL. Posteriormente se agregaron 40 

µL de Solución A en cada tubo y se agitó en vórtex. Sobre los tubos colocados en baño 

de hielo, se adicionaron 2,5 mL de la Solución B. Nuevamente se agitaron los tubos, y se 

llevaron a un baño de agua a 100 ºC durante 20 min. Luego, se colocaron en un baño de 

hielo para alcanzar la temperatura ambiente rápidamente y se agregaron 80 µL de la 

Solución C. Finalmente se agitaron los tubos, se dejaron reposar 5 min y se determinó la 

absorbancia a 525 nm.   

2.10.2.1.3. Determinación cuantitativa de proteínas totales 

 Se determinó a partir de la técnica descripta por Lowry (Lowry et al., 1951). 

Para la determinación de proteínas totales se utilizaron los siguientes reactivos:  

 Solución A: solución de carbonato de sodio al 2 % (p/v) en hidróxido de sodio 0,1 

M. 

 Solución B: sulfato cúprico pentahidratado al 0,5 % (p/v) en solución de tartrato 

de sodio y potasio al 1 % (p/v). 
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 Solución C: se mezclaron 50 mL de la Solución A y 1 mL de la Solución B.  

 Solución D: dilución al medio de un volumen del reactivo de Folin-Ciocalteu 

(Merck).  

 Se tomaron alícuotas de la solución de la muestra conteniendo hasta 500 µg de 

proteínas por mL, y se llevaron a un volumen final de 0,5 mL con agua destilada. A cada 

tubo se le añadió 2,5 mL de Solución C, se mezclaron en vórtex y se dejaron a 

temperatura ambiente durante 10 min. Posteriormente, se agregaron 0,2 mL de 

Solución D y se agitó rápidamente. Finalmente, las muestras se incubaron 30 min a 

temperatura ambiente para luego obtener las absorbancias mediante lectura a 600 nm. 

En forma paralela, se preparó una curva patrón con solución de BSA de concentración 

500 µg/mL. Los resultados fueron expresados en gramos de proteína por 100 g de 

extracto seco (% p/p). 

2.10.2.1.4. Determinación del contenido de ésteres sulfato. 

 Esta determinación se realizó por medio del método turbidimétrico de Dodgson 

y Price (Dodgson y Price, 1962). 

Para la determinación, se prepararon los siguientes reactivos:  

 Cloruro de bario-gelatina: se preparó por disolución de 200 mg de gelatina 

(Oxoid, libre de sulfatos) en 40 mL de agua destilada, a 60 - 70 ºC. Esta solución 

se mantuvo en heladera por 24 h.  Luego se disolvieron en la misma 200 mg de 

cloruro de bario (grado analítico) y se almacenó en heladera por 3 h.  

 Solución de ácido tricloroacético (TCA) 3 % (p/v): se preparó por disolución de 15 

g del ácido en agua destilada, llevando a un volumen final de 500 mL.           

 Se dispusieron hasta 3 mg de las muestras conteniendo entre 20 y 200 µg de 

SO4
2-/0,2 mL de solución final, en viales con tapas de teflón. La hidrólisis se llevó a cabo 

en 1 mL de 1 M HCl por 4,5 h a 110 °C. Una vez enfriadas las muestras, se tomaron 

alícuotas del hidrolizado que fueron llevadas a un volumen final de 400 µL con 1 M HCl. 

A cada muestra se le añadió 2,8 mL de 3 % (p/v) TCA y se agitó en vórtex. Luego, se 

agregaron 800 µL de reactivo cloruro de bario-gelatina y tras agitar nuevamente se dejó 

en reposo por 20 min. Como patrón se utilizó una solución de sulfato de sodio anhidro 

de una concentración equivalente a 400 µg/mL de SO4
2-. El blanco fue realizado en 
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condiciones idénticas, utilizando 500 µL de 1 M HCl. Finalmente se procedió a leer las 

absorbancias a una longitud de onda de 360 nm.  

2.10.2.1.5. Determinación de los azúcares componentes 

 A los fines de conocer y comparar la composición de azúcares neutros de los 

fucoidanos extraídos, se realizó un análisis mediante cromatografía gaseosa previa 

derivatización a los alditoles peracetilados correspondientes del polisacárido hidrolizado 

(Albersheim et al., 1967; Shea y Carpita, 1988). Cada muestra fue realizada por 

triplicado.  

2.10.2.1.6. Hidrólisis ácida con ácido trifluoroacético (TFA) 

        Se colocaron hasta 4 mg de muestra en viales con tapa de teflón, y se hidrolizaron 

con 1 mL de 2 M TFA por 90 min en estufa a 121 °C. Una vez cumplido el tiempo de la 

reacción, los viales fueron llevados a sequedad bajo corriente de aire. Posteriormente, 

los hidrolizados fueron disueltos en agua y evaporados nuevamente. Este tratamiento 

se realizó 4 veces a los efectos de eliminar totalmente el ácido. Las muestras fueron 

colocadas en un desecador al vacío durante una noche.                      

2.10.2.1.7. Preparación de los alditoles peracetilados 

       A las muestras secas contenidas en los viales (provenientes de las hidrólisis), se 

les agregaron 0,5 mL de hidróxido de amonio 1 M y se redujeron con borohidruro de 

sodio (5 mg) durante 12 h a temperatura ambiente. En un paso posterior se adicionaron 

gotas de ácido acético diluido para eliminar el exceso de agente reductor hasta que cesó 

la efervescencia, y se descationizaron por agregado de resina Amberlite IR-120 (H+). Las 

muestras se filtraron y evaporaron a sequedad bajo corriente de aire. El ácido bórico 

generado se eliminó como borato de metilo, mediante 5 lavados de 0,5 mL de metanol 

y evaporación a sequedad en cada oportunidad. Se dejaron en desecador al vacío 

durante una noche y la mezcla de alditoles obtenida se acetiló con 1 mL de anhídrido 

acético-piridina (1:1), calentando durante 45 min a 100 ºC. La solución resultante se 

enfrió y se extrajo con 2 mL de cloroformo-agua (1:1). La fase acuosa se recuperó y se 

extrajo nuevamente con una mezcla de iguales características. Los extractos 

clorofórmicos se reunieron y fueron lavados 3 veces con 1 mL de solución saturada de 

bicarbonato de sodio y dos veces con 1 mL de agua destilada. En todos los casos se fue 
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descartándo la fase acuosa. Finalmente, se secaron con cantidad necesaria de sulfato de 

sodio anhidro y se evaporaron. 

 Las cromatografías gas-líquido se realizaron en un cromatógrafo Nexis GC-2030 

Shimadzu equipado con un detector de ionización de llama (FID). Se utilizó nitrógeno 

como gas portador y las corridas se efectuaron con una relación de split 90:1. Se utilizó 

una columna capilar SP-2330 (Supelco), de 30 m de largo, 0,25 mm de diámetro interno 

y 0,20 µm de espesor de la fase líquida. El flujo del gas portador fue de 1 mL/min y la 

presión en cabeza de columna fue de 15 Psi (= 1,02 atm). Se realizó una corrida 

isotérmica a 220 ºC y las temperaturas del inyector y detector fueron de 240 ºC. 

 Previamente a ser inyectadas en el cromatógrafo, las muestras se disolvieron con 

10 a 20 µL de cloroformo. Además de las muestras, se inyectó una mezcla de estándares 

de alditoles peracetilados obtenido por derivatización de: L-ramnosa, L-fucosa, D-

arabinosa, D-xilosa, D-manosa, D-galactosa y D-glucosa.  

 Se calcularon los moles % de cada monosacárido en función de las áreas 

obtenidas para cada uno y sus respectivos pesos moleculares. Se consideró que el área 

es proporcional al peso del derivado que pasó por el FID.  

 Para el análisis de los azúcares metilados se utilizó un programa de temperaturas 

(Shea y Carpita, 1988): 160 °C  210 °C, a 2 °C/min y luego 210 °C  240 °C, a 5 °C/min. 

En este caso las temperaturas del inyector y detector se mantuvieron a 245 °C.  

2.10.2.1.8. Determinación del peso molecular por cromatografía de permeación en gel 

 La determinación del peso molecular de los fucoidanos fue realizada por 

cromatografía de permeación en geles (GPC) en un sistema de cromatografía líquida de 

alta resolución (GPC-HPLC). Este equipo pertenece al CIHIDECAR-CONICET y fue 

realizado por el operador del equipo. Se utilizó una bomba Shimadzu LC-20AT y un 

detector de índice de refracción Shimadzu RID-10A. Los análisis se realizaron utilizando 

columnas conectadas en serie. Se utilizaron las columnas PolySep-GFC-P 5000 y Progel-

TKS G4000-PWXL (ambas de 300 x 7,8 mm). Como solvente de elución se utilizó una 

solución de nitrato de sodio 0,05 M conteniendo 0,02 % (p/v) de NaN3 preparada con 

agua de calidad HPLC (Sigma-Aldrich). Se trabajó a flujo constante de 0,6 mL/min. Se 

inyectaron 100 µL de una solución 3 mg/mL del polisacárido disuelto en la fase móvil y 
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previamente filtrado a través de una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) de 

0,22 µm (GV, Millipore). La columna se calibró usando dextranos y oligosacáridos 

sulfatados de pesos moleculares conocidos como estándares. El rango de peso 

molecular utilizado para la calibración estuvo entre 6 kDa y 500 kDa, y entre 400 Da y 

1200 Da.  

2.10.3. Fraccionamiento del sistema de polisacáridos  

 Se aplicó la metodología de precipitación con una sal de amonio cuaternario para 

los fucoidanos extraídos de flotadores (EFLO) y láminas (ELAM) de M. pyrifera.   

2.10.3.1. Precipitación con bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) 

 De los extractos obtenidos, se pesaron 0,6 ó 1 g que fueron disueltos en 120 mL 

de agua destilada. Luego se agregó una solución de 10 % (p/v) de CTAB, agitando 

lentamente hasta que la reacción de precipitación sea negativa, es decir, que todos los 

polisacáridos cargados se encuentren insolubilizados. El soluble obtenido tras 

centrifugación constituyó la fracción F0 (Figura 2.6.). Luego el precipitado de las sales de 

CTAB se suspendió en una solución de 0,5 M NaCl, y se agitó durante toda la noche. 

Posteriormente, el precipitado se centrifugó y la fracción sobrenadante constituyó la 

fracción F1 (Figura 2.6.), la cual se extrajo con n-pentanol (3x30 mL), se dializó, 

concentró y liofilizó. El mismo procedimiento se efectuó tratando el precipitado con 

concentraciones de NaCl de 1, 2 y 3 M, a partir de las cuales se obtuvieron las fracciones 

F2, F3 y F4 respectivamente (Figura 2.6.). 
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Figura 2.6. Esquema de la serie de pasos aplicados en el fraccionamiento de fucoidanos a partir 
de los extractos de fucoidanos obtenidos de láminas y cauloides de M. pyrifera.  

2.10.3.2. Caracterización química de las fracciones obtenidas 

 Sobre las fracciones obtenidas a partir de la precipitación de fucoidanos con 

CTAB y posterior redisolución con soluciones de concentraciones crecientes de NaCl, se 

aplicaron los análisis descriptos en la sección 2.10.2.1., los cuales incluyen el porcentaje 

de azúcares totales, ácidos urónicos, azúcares componentes, contenido de grupos 

sulfato y proteínas, como sí también se calcularon los rendimientos obtenidos.  

2.10.3.2.1. Determinación del peso molecular por cromatografía de permeación en gel 

 La determinación del peso molecular de las fracciones obtenidas fue realizada 

por GPC tal como se describe en la sección 2.10.2.1.8.  

2.10.3.3. Análisis de desulfatación 

 La desulfatación de las fracciones de fucoidanos se llevó a cabo utilizando 

microondas, según el método de Navarro y colaboradores (Navaro et al., 2007). Se 

partió de las sales de piridinio de los polisacáridos. Para preparar dichas sales, 

aproximadamente 20 mg de muestra fueron disueltos en 3 mL de agua destilada y 

pasados a través de una columna ácida Amberlite IR-120 (H+) previamente activada a la 

forma piridinio. Luego se agregaron 2 ó 3 gotas de piridina hasta llegar a pH neutro, y se 

procedió a liofilizar. Posteriormente, dicha sal de piridinio fue disuelta en 9,8 mL de 
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DMSO y en 0,2 mL de pridina anhidra. La mezcla fue trasvasada a un recipiente de teflón 

con tapa a rosca y tratada en horno a microondas SHARP mediante 6 pulsos de 10 s cada 

una, enfriando en baño de hielo tras cada tratamiento. Luego una porción se reservó 

para proceder a la desulfatación, y el resto se dializó en bolsa de poro 3500 durante 48 

h en sistema abierto y 24 h más en sistema cerrado, para finalmente ser liofilizada.  

2.10.3.4. Análisis de metilación 

 Para proceder a los análisis de metilación, se prepararon las sales de 

trietilamonio de las fracciones de polisacáridos (Ponce et al., 2003). Se disolvieron entre 

12 y 15 mg de las muestras en 0,5 mL de agua y se sembraron en una columna que 

contenía una resina ácida fuerte Amberlite IR-120 (H+) previamente equilibrada con 

clorhidrato de trietilamonio al 5 % (p/v). Posteriormente, se lavó con abundante agua 

hasta reacción negativa de cloruros en las aguas de lavado. Las sales de trietilamonio de 

los polisacáridos se recuperaron por elución con agua, luego se liofilizaron y 

posteriormente se realizó la metilación. Para ello las muestras, aproximadamente 15 

mg, se disolvieron como sus sales de Et3NH+ en 2 mL de DMSO y se calentó a 50 °C hasta 

disolución completa. Luego de enfriar, se agregaron 100 mg de hidróxido de sodio 

pulverizado y se agitó en agitador magnético durante 15 min. A continuación, se 

agregaron 0,5 mL de ioduro de metilo y se agitó por 30 min. Luego se agitó por el mismo 

período pero a 50 °C y se dejó enfriar. Este procedimiento se repitió dos veces más. Para 

finalizar, se llevó a neutralidad con ácido acético, se burbujeó nitrógeno a través de una 

aguja, se dializó y liofilizó. 

 Para la metilación de los fucoidanos desulfatados aproximadamente a 1,5 mL de 

la solución de dichos productos, se le agregó una espátula de hidróxido de sodio 

pulverizado, y se agitó a temperatura ambiente durante 30 min. Luego, se agregó 1 mL 

de ioduro de metilo y se continuó la agitación durante 1 h. Finalmente, sobre un baño 

de hielo se agregaron unas gotas de agua destilada y se procedió a dializar los 

polisacáridos desulfatados y metilados, en una membrana de poro 3500.   

2.10.3.5. Análisis por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) 

 Los espectros se realizaron en un espectrómetro Bruker Avance Neo a 500,13 

(1H) y 125,77 (13C) MHz a temperatura ambiente. Este análisis fue realizado como 
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servicio por el UMYMFOR-CONICET. Se utilizó acetona como estándar interno, el grupo 

metilo se calibró en 31,1 ppm en 13C y en 2,22 ppm en 1H. Se pesaron 20 mg de muestra 

que fueron disueltos en 800 µL de agua destilada, disponiéndose, previa filtración, en 

tubos de 5 mm de diámetro. Se efectuaron análisis bidimensionales de las fracciones de 

fucoidanos (HSQC, Heteronuclear Single Quantum Coherence). Los espectros HSQC se 

realizaron con la secuencia “hsqcetgpsi2” y los parámetros utilizados fueron los 

siguientes: TD de 1532 x 512, NS de 16 y un tiempo de relajación de 1,52 s.  

2.11. Determinación de actividad fucoidanasa y caracterización de los productos 

resultantes 

 La determinación de la actividad enzimática se realizó mediante visualización de 

los productos resultantes de la catálisis en un gel de poliacrilamida de carbohidratos (C-

PAGE). 

2.11.1. Reacción enzimática a baja escala 

 El volumen final de la reacción fue de 30 µL, y consitió en un buffer de reacción 

de 100 mM Tris-HCl (pH 7,5) y 500 mM NaCl, 0,4 % (p/v) de extractos de fucoidanos de 

distintas especies de algas pardas y 1 µM de las enzimas purificadas. La reacción se 

incubó por 25 min a 25 °C, y se detuvo por incubación a 100 °C durante 2 min. Los 

controles negativos consistieron en el agregado del buffer de reacción en lugar de la 

enzima.  

2.11.2. Determinación de las condiciones óptimas para la catálisis 

 Se evaluaron distintas condiciones con el propósito de determinar las 

condiciones óptimas para la actividad enzimática. 

-Temperatura: Las temperaturas evaluadas fueron 5, 10, 15, 20, 25, 35, 45, 55 y 65 °C en 

cámara con temperatura controlada, evaluándose la actividad a los 30 s y al minuto.  

-pH: para identificar el pH óptimo de actividad fucoidanasa se realizaron pruebas de 

actividad enzimática a la temperatura óptima identificada y variando el pH en un rango 

de 2,5 a 10. Para ello, se empleó una serie de soluciones buffer con concentración final 

en 100 mM y 500 mM de NaCl.  

 buffer PIPES: pH 2,5, 3,5 y 5,5  
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 buffer Acetato de Sodio: pH 4,5 

 buffer HEPES: pH 6,5 

 buffer Tris-HCl: pH 7,5, 8, 8,5 y 9 

 buffer Ácido bórico/KCl:  pH 10 

 -Tiempo de reacción enzimática: se evaluaron tiempos de actividad enzimática desde 

los 30 s hasta los 50 min aplicando la temperatura óptima identificada. 

-Salinidad: se evaluó el efecto de la concentración de NaCl desde valores de 10 a 1300 

mM, realizando las reacciones de hidrólisis según las condiciones estandarizadas 

previamente.  

 La presencia de productos resultantes de la degradación fue visualizada en una 

electroforesis en gel de poliacrilamida de carbohidratos (C-PAGE), como se describe a 

continuación. 

2.11.3. Visualización de los oligosacáridos resultantes de la actividad enzimática 

 Se analizaron entre 6 y 10 µL resultantes de la actividad enzimática mediante la 

técnica C-PAGE. En este método, los oligosacáridos se resuelven de acuerdo a su peso 

molecular y su carga en un gel de poliacrilamida (Cao, 2019). 

2.11.4. Electroforesis en gel de poliacrilamida de carbohidratos  

 Se utilizaron geles verticales de 10 cm de altura y 10 cm de ancho con un espesor 

de 1 mm. Para el gel de separación (8 cm de altura), se utilizaron concentraciones de 

poliacrilamida de 27 % (p/v), en 100 mM Tris-HCl (pH 7,8) y 0,1 % (p/v) APS. El gel de 

concentración (2 cm de altura) contenía 6 % (p/v) de poliacrilamida en la misma 

concentración final de Tris y APS que el gel de separación. En ambos casos la relación de 

acrilamida/bis-acrilamida utilizada fue 29:1. Las corridas electroforéticas fueron 

realizadas a temperatura ambiente con una intensidad de corriente de 20 mA durante 

4 h. Previo a la siembra, a cada muestra se le añadieron 2 µL de una solución de 5 % 

(v/v) glicerol y 0,005 % (p/v) de azul de bromofenol. El buffer de electrodo consistió en 

40 mM Tris-HCl (pH 7,8) y 40 mM de ácido acético glacial. Luego de la electroforesis, los 

oligosacáridos fueron teñidos sumergiendo los geles en una solución de 0,03 % (p/v) de 

azul de Alcian 8 GX en 2 % (v/v) de ácido acético glacial o en 0,1 % (p/v) de azul de 
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toluidina disuelto en 1 % (v/v) de ácido acético glacial. En ambos casos la decoloración 

se realizó con el uso de una solución de ácido acético 1 % (v/v). Se tomaron fotografías 

utilizando un transiluminador de luz blanca y posteriormente se realizó un análisis por 

densitometría de la banda de menor peso molecular mediante el programa ImageJ 

v1.52. 

2.11.5. Reacción enzimática a mayor escala: separación y análisis de oligosacáridos 

 La reacción enzimática descripta anteriormente fue realizada a una mayor 

escala, utilizando como sustrato el extracto de fucoidanos de láminas de M. pyrifera 

(ELAM) y una de las fracciones purificada a partir del extracto de flotadores de la misma 

especie (F4FLO, obtenida por redisolución con 3 M de NaCl). En este último caso se 

utilizaron como sustrato 100 mg de la fracción F4FLO, los cuales fueron disueltos en 3 

mL de buffer 100 mM Tris-HCl (pH 7,5), 500 mM NaCl. A dicho volumen se le añadieron 

100 µL de enzima fucoidanasa #113643 (1 µg/µL), y se dejó actuar durante 50 h a 25 °C 

con agitación suave. La actividad enzimática se detuvo por calentamiento a 80 °C 

durante 10 min, y el precipitado obtenido fue removido por centrifugación 10.000 xg 

durante 20 min. Posteriormente, los productos de alto peso molecular resultantes 

fueron precipitados con etanol 96 % (v/v) en una relación 1:3 (v/v), y luego se centrifugó 

a 9.000 xg durante 20 min. El sobrenadante obtenido, que contenía productos de bajo 

peso molecular, fue concentrado utilizando un evaporador rotatorio (Buchi RE 111) con 

temperatura de baño de agua menor a 45 °C. Los productos de bajo peso molecular así 

obtenidos fueron sembrados en una columna de Bio-Gel P-6 (1,5 x 90 cm, Bio-Rad), 

equilibrada con agua destilada. La elución fue realizada con agua destilada recogiendo 

fracciones de 2,7 mL mediante el uso de un colector automático. Se determinó el 

contenido de azúcares totales mediante el método fenol-sulfúrico (sección 2.10.2.1.1.) 

en las alícuotas de cada una de las fracciones obtenidas. Las distintas fracciones fueron 

liofilizadas. Previamente, se efectuó la determinación de V0 y VT de dicha columna, 

utilizando azul dextrano y fucosa.  

 En la segunda estrategia utilizada se pesaron 200 mg de extracto de lámina 

(ELAM) de M. pyrifera, que fueron disueltos en 15 mL de buffer 100 mM Tris-HCl (pH 

7,5) y 300 mM NaCl. A dicho volumen se le añadió 1 mL de enzima #113643 (0,6 µg/µL), 

la cual se dejó actuar durante 70 h a 25 °C, con agitación constante (60 rpm). La actividad 
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enzimática se detuvo por calentamiento realizando posteriormente la serie de pasos 

descriptos en la estrategia anterior. La fracción principal proveniente de la 

cromatografía sobre Bio-Gel P-6, fue solubilizada en agua destilada y aplicada en una 

columna de Bio-Gel P-2 (1,5 x 73 cm). La elución se llevó a cabo con agua destilada, 

recogiendo fracciones de 2,7 mL y luego se procedió de igual manera a lo descripto en 

el caso de la columna Bio-Gel P-6. Previamente, se efectuó la determinación de V0 y VT, 

sobre dicha columna utilizando azul dextrano y fucosa. Las fracciones obtenidas fueron 

analizadas mediante GPC y RMN bidimensional (HSQC). Sobre la fracción principal se 

determinó la composición de monosacáridos mediante CG y el contenido de sulfato fue 

determinado mediante cromatografía iónica isocrática, utilizando una columna aniónica 

DIONEX AS4A, y como eluyente una solución de Na2CO3 1,8 mM-HNCO3 1,7 mM en un 

equipo DIONEX DX-100 (servicio brindado por INQUIMAE-CONICET, FCEN-UBA). 

Además, se realizó un análisis de espectrometría de masas (servicio brindado por 

UMYMFOR-CONICET), en un espectrómetro BrukermicrOTOF-Q II (Bruker Daltonics, 

Billerica, MA, USA) equipado con una fuente de ionización electrospray empleada en 

modo negativo (ESI).  
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3.1. INTRODUCCIÓN 

 Los fucoidanos presentan una amplia diversidad estructural, lo cual suele 

constituir una gran dificultad para la determinación de su composición y estructura 

química. Existen diferentes métodos de extracción de fucoidanos, los cuales pueden 

afectar la composición química y el rendimiento de los mismos (Mak et al., 2014). Aún 

no existe un consenso sobre qué método de extracción permite obtener fucoidanos de 

mayor calidad y que a su vez, conserven su composición química natural. Dentro de los 

factores implicados se incluyen: el tiempo de extracción, la temperatura y el solvente 

utilizado. Cada técnica presenta ventajas y desventajas, y su conveniencia va a depender 

del costo, eficiencia de la extracción, tiempo e impacto ambiental (Liu et al., 2020). Por 

otro lado, la estructura química también es dependiente de la especie de alga parda, del 

ciclo de vida en el que se encuentre el organismo en el momento de cosecha, de la 

localización geográfica y del tipo de tejido utilizado, ya sea vegetativo o reproductivo 

(Ponce et al., 2020; Shanti et al., 2021). Se ha reportado que diferentes tipos de 

fucoidanos pueden coexistir en la misma especie, incluso en la misma parte del alga 

(Mark et al., 2014). En este contexto, la elección de un método de extracción y 

purificación resulta de un paso esencial para la obtención de fucoidanos puros y 

bioactivos. 

 Los fucoidanos, como la mayoría de los polímeros, son polidispersos. Esto 

significa que no existe un peso molecular definido, sino que al obtenerlos se trata de 

una mezcla de pesos moleculares (Fitton et al., 2015; Vanavil et al., 2020). Esta 

complejidad y heterogeneidad presente en las moléculas de fucoidanos varía no solo 

por el método de extracción aplicado y de la fuente macroalgal, sino también por las 

condiciones climáticas de crecimiento del alga y el momento de cosecha (Hentati et al., 

2018). Estas características, sumado a su naturaleza heterogénea han dificultado los 

estudios estructurales en profundidad (Bilan y Usov, 2008). 

 En este capítulo se exponen los resultados obtenidos en la extracción de 

fucoidanos de dos especies de algas pardas de la costa Patagónica (U. pinnatifida y M. 

pyrifera), como así también el posterior fraccionamiento de aquellos provenientes de 

M. pyrifera y los estudios de elucidación estructural. Estos estudios fueron necesarios 

dado que no se contaba con dicha información, que resulta de mucha utilidad para 
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complementar la información que se obtiene al analizar los productos de degradación 

generados por las enzimas fucoidanasas que constituyen la base de esta tesis doctoral. 

3.2. RESULTADOS 

3.2.1. Extracción y análisis químico de los fucoidanos de algas pardas 

 Las algas recolectadas fueron lavadas con agua de mar a los efectos de eliminar 

restos de organismos epifíticos, sedimentos y residuos orgánicos. Posteriormente 

fueron trasladadas al laboratorio donde se realizó un segundo lavado con agua de mar 

para luego ser secadas a temperatura ambiente sobre papel. Se aplicaron varias 

rotaciones durante el día para evitar adhesiones al papel. El secado se mantuvo hasta 

que las algas presentaron un peso constante.  

 La extracción de fucoidanos se realizó de acuerdo al protocolo descripto en la 

sección 2.10.2, a partir de la biomasa seca de ejemplares de las especies de algas pardas 

U. pinnatifida y M. pyrifera. Las extracciones se llevaron a cabo con ácido clorhídrico (pH 

2) durante 6 h y a temperatura ambiente, dando lugar a los extractos EFLO, ELAM y 

ECAU en el caso de flotadores, láminas y cauloide de M. pyrifera, respectivamente, y 

EUND para los fucoidanos de esporófilos de U. pinnatifida. Se obtuvo un rendimiento 

del 10 % (gramos de extracto/100 g de peso seco) en la extracción de fucoidanos de 

esporofilos de U. pinnatifida, mientras que para EFLO, ELAM y ECAU los rendimientos 

fueron 3 %, 6 % y 5,5 % respectivamente.  

 La composición química de los extractos obtenidos se encuentra resumida en las 

tablas 3.1. y 3.2. Las muestras de fucoidanos extraídos en este trabajo consistieron 

principalmente en hidratos de carbono (44 – 70 %), presentaron importantes 

proporciones de grupos sulfatos (16 – 29,4 %) y menores de ácidos urónicos (5,7 – 10,8 

%). Los extractos de fucoidanos de las distintas partes del talo de M. pyrifera (flotadores, 

láminas y cauloide), presentaron un mayor porcentaje de grupos éster sulfato con 

respecto a los fucoidanos obtenidos a partir de U. pinnatifida (Tabla 3.1.). Los productos 

obtenidos de la lámina de M. pyrifera mostraron porcentajes de hidratos de carbono y 

de ésteres sulfato superior a los aislados a partir de flotadores y cauloides, mientras que 

ocurrió lo inverso con el contenido de ácidos urónicos. Sin embargo, las diferencias 

encontradas no resultaron significativas (p-valor > 0,05). 
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Tabla 3.1. Caracterización química de los fucoidanos extraídos de distintas especies de algas 

pardas. Los resultados están expresados en % (p/v) de compuesto por 100 g de peso seco. 

Especie 
Origen del 
fucoidano 

Nombre 
del 

extracto 

Ácidos 
urónicos      

(%) 

Sulfatos          
(% SO3Na) 

Hidratos de 
carbono             
(% anh.) 

Undaria pinnatifida Esporófilos EUND 9,6 16,3 70,0 

Macrocystis pyrifera Flotadores EFLO 10,8 25,0  44,3  

Macrocystis pyrifera Láminas ELAM 5,7 29,4  50,2  

Macrocystis pyrifera Cauloides ECAU 9,1 27,1  44,7  

Scytosiphon lomentaria1 Alga entera ES 7,1 18,6 73,0 

Adenocystis utricularis1 Alga entera EA 8,0 32,0 59,0 

Myriogloea major2 Alga entera EM 13,1 19,1 58,6 

1Datos publicados por Ponce et al., 2003; 2019. 
2 Datos publicados por Conesa et al., 2023. 
 

 Los fucoidanos provenientes de las especies S. lomentaria, A. utricularis y M. 

major fueron extraídos con ácido clorhídrico diluído y caracterizados con anterioridad 

por el grupo de la Dra. Ponce (Ponce et al., 2003; Ponce et al., 2019; Conesa et al., 2023), 

quién facilitó dicho material para la caracterización de las enzimas expresadas. De los 

polisacáridos evaluados aquel perteneciente a M. mayor presentó el mayor porcentaje 

de ácidos urónicos, mientras que A. utricularis presentó el mayor contenido de sulfato 

y S. lomentaria el mayor porcentaje de hidratos de carbono anhidro (Tabla 3.1.). 

 Respecto de la composición monosacarídica en los distintos extractos, la fucosa 

fue el monosacárido más abundante (Tabla 3.2.), alcanzando un 48,4 % en el fucoidano 

de U. pinnatifida y entre 78 – 86 % en los fucoidanos provenientes de M. pyrifera. Al 

igual que en las especies nombradas anteriormente, en los fucoidanos de S. lomentaria, 

M. major y en los de A. utricularis predominó la fucosa. A excepción del extracto EM, el 

segundo monosacárido más importante fue la galactosa. Este último también presentó 

cantidades significativas de glucosa (11,2 %).   

 En los tres extractos de fucoidanos de M. pyrifera, los porcentajes de los 

restantes azúcares neutros analizados (exceptuando la fucosa y la galactosa), fueron ≤ 

10 % (Tabla 3.2.). Con respecto al extracto EUND, la galactosa alcanzó proporciones 

similares a la fucosa, con lo cual la relación fucosa/galactosa fue cercana a 1.  
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Tabla 3.2. Composición de monosacáridos (moles/100 moles de azúcares)* de fucoidanos 

extraídos de distintas especies de algas pardas. 

Extracto Fucosa Xilosa Galactosa Glucosa Ramnosa Arabinosa Manosa 

EUP 48,5 0,7 42,9 1,20 3,1 1,5 2,1 

EFLO 78,5 3,4 9,9 Trazas3 0,9 3,3 3,9 

ELAM 83,4 1,8 10,2 Trazas3 0,5 1,7 2,4 

ECAU 85,9 3,1 6,0 Trazas3 0,5 0,9 3,5 

ES1 70,0 4,0 11,0 5,0 4,0 - 6,0 

EA1 84,0 Trazas3 10,0 1,0 1,0 - 4,0 

EM2 77,1 3,4 5,3 11,2 0,6 2,2 0,3 

* Derivatizados como alditoles peracetilados y analizados por cromatografía gaseosa. 
1 Datos publicados por Ponce et al., 2003; 2019.  
2 Datos publicados por Conesa et al., 2023. 
3 Proporciones menores a 0,5 mol/100 mol. 

 Los análisis del contenido de proteínas en los fucoidanos extraídos de M. pyrifera 

resultaron en valores menores al 3 %, siendo 1,8 %, 2,9 y 1,5 % para EFLO, ELAM y ECAU 

respectivamente. Las mediciones del porcentaje de proteínas en esporofilos de U. 

pinnatifida resultaron por debajo del límite de detección de la técnica.  

 Las determinaciones de los pesos moleculares de los extractos se llevaron a cabo 

mediante GPC, donde el extracto EFLO mostró un tope de pico de 718 kDa y un 𝑀𝑤̅̅ ̅̅̅ (peso 

molecular promedio pesado ó masa molar promedio en peso) de 1163,3 kDa. Se 

observaron valores similares en el caso del extracto ELAM, con 864 kDa de tope de pico 

y 1328,7 kDa de 𝑀𝑤̅̅ ̅̅̅ (Figuras 3.1. y 3.2.).  

3.2.2. Fraccionamiento de los polisacáridos y análisis estructural 

 Al momento de comenzar con esta tesis doctoral, se desconocía la estructura de 

los fucoidanos de M. pyrifera. Por ello, en primer lugar se procedió a fraccionar los 

distintos extractos de fucoidanos de M. pyrifera y analizar las fracciones obtenidas, con 

el fin de poder seleccionar aquellas que presentaran buen rendimiento y/o 

características interesantes. Por otra parte, se decidió efectuar el análisis estructural de 

tales polisacáridos utilizando métodos químicos (análisis de metilación, desulfatación-

metilación y RMN), dado que, conocer detalles estructurales de los fucoidanos, 
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permitiría corroborar y/o complementar la información sobre la estructura química de 

los oligosacáridos obtenida a partir de la catálisis enzimática.   

 Los extractos de fucoidanos obtenidos de lámina (ELAM) y flotadores (EFLO) de 

la especie M. pyrifera, fueron fraccionados mediante precipitación con CTAB y posterior 

redisolución con soluciones de concentración creciente de NaCl, obteniéndose las 

fracciones F0, F1, F2, F3 y F4 en cada caso (F0FLO, F1FLO, F2FLO, F3FLO, F4FLO para los 

fucoidanos fraccionados de flotadores y F0LAM, F1LAM, F2LAM, F3LAM y F4LAM para 

los de lámina).   

 Sobre cada una de las fracciones obtenidas se calcularon los rendimientos y se 

llevaron a cabo determinaciones de azúcares totales, ácidos urónicos, ésteres sulfato, 

peso molecular y proteínas (Tabla 3.3), como así también, la composición de 

monosacáridos (Tabla 3.4.). 

 El rendimiento obtenido de F0 para ambos fucoidanos (F0FLO y F0LAM), resultó 

bajo y se observó la presencia de ácidos urónicos y de ésteres sulfato. Las fracciones 

obtenidas mediante redisolución con NaCl mostraron bajos rendimientos en general 

hasta 2 M en el caso de fracciones provenientes de flotadores, y hasta 1 M en el caso de 

fracciones provenientes de lámina. Los mayores rendimientos se obtuvieron al utilizar 3 

M de NaCl (29,0 % y 14,3 % para F4FLO y F4LAM respectivamente). Los porcentajes de 

azúcares totales fueron importantes en todas las fracciones, siendo mayoritarias en las 

fracciones redisueltas con 0,5 M NaCl (F1FLO y F1LAM, Tabla 3.3.). 

 Los ácidos urónicos predominaron en las fracciones obtenidas con la menor 

concentración de NaCl utilizada (F1FLO y F1LAM). Al avanzar en el fraccionamiento, el 

porcentaje de estos compuestos iónicos decreció. Sin embargo, el contenido fue alto en 

F2FLO y F3FLO, mientras que en la fraccion obtenida con 3 M NaCl para F4FLO las 

cantidades de ácidos urónicos fueron bajas siendo cercanas al 3 % (Tabla 3.3.). Se 

observó la misma tendencia en las fracciones provenientes de fucoidanos de láminas, si 

bien los porcentajes fueron mucho menores. La fracción obtenida con 3 M de NaCl a 

partir de lámina (F4LAM) solo presentó cantidades despreciables de ácidos urónicos. 

Respecto de los ésteres sulfato, tal como era esperable, se observó un incremento de 

los porcentajes de estos grupos iónicos al aumentar la fuerza iónica. Las fracciones 
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obtenidas con 3 M de NaCl presentaron 36,9 y 41,4 % de SO3Na para F4FLO y F4LAM, 

respectivamente. Las proporciones de proteína fueron más altas en las fracciones 

provenientes de lámina, sobre todo en las fracciones obtenidas con 0,5 y 1 M de NaCl, 

mientras que fueron despreciables en las fracciones altamente sulfatadas. 

Tabla 3.3. Rendimiento y análisis de las fracciones obtenidas por precipitación con CTAB y 

redisolución con NaCl, provenientes de los extractos EFLO y ELAM de M. pyrifera. Los 

resultados están expresados en % (p/v) de compuesto por 100 g de peso seco. 

Fracción  
Rendimiento 

(%) 
Hid. de carbono 

(% anh.) 
Acidos urónicos 

(%) 
Sulfato   

(% SO3Na) 
Proteínas 

(%) 

F0FLO 1,9 36,9 9,6 s.d.* 2,7 

F0LAM 2,8 49,4 9,3 13,7 6,5 

F1FLO 3,8 75,5 38,0 10,2 2,1 

F1LAM 4,0 71,9 17,9 16,9 5,9 

F2FLO 2,9 66,5 22,9 21,5 2,9 

F2LAM 2,2 57,6 5,6 24,9 4,2 

F3FLO 3,6 60,8 21,1 26,1 1,7 

F3LAM 8,9 56,6 4,20 35,3 0,4 

F4FLO 29,0 49,2 3,40 36,9 1,8 

F4LAM 14,3 53,6 0,10 41,4 0,5 

* s.d.: sin determinar. 

 El análisis de azúcares componentes realizado sobre las cinco fracciones de los 

extractos de flotadores (EFLO) y láminas (ELAM) se indica en la Tabla 3.4. Se puede 

observar que la fucosa fue el monosacárido predominante en la mayoría de las 

fracciones. Las proporciones de este azúcar tienden a incrementarse a medida que 

aumenta la fuerza iónica, mientras que el porcentaje de los azúcares xilosa y manosa, 

muestran cierta tendencia a disminuir al avanzar con el fraccionamiento. La glucosa se 

encontró en bajas proporciones. 

 Las fracciones obtenidas con la más alta concentración de la sal de sodio (3 M, 

fracciones F4), presentaron una composición basada casi exclusivamente en fucosa, con 

bajas proporciones de los restantes monosacáridos (Tabla 3.4.). 
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Tabla 3.4. Azúcares componentes (% mol) obtenidos mediante análisis de cromatografía 

gaseosa de las fracciones de fucoidanos provenientes de extractos de flotadores (EFLO) y 

láminas (ELAM) de M. pyrifera.  

Fracción Ramnosa Fucosa Arabinosa Xilosa Manosa Galactosa Glucosa 

F0FLO 2,9 30,5 1,6 30,8 27,7 2,2 4,5 

F0LAM Trazas1 65,7 5,7 8,8 6,0 10,3 3,3 

F1FLO Trazas1 31,6 1,0 24,6 34,6 4,9 3,2 

F1LAM 1,1 64,6 3,3 14,9 6,1 9,1 1,0 

F2FLO 1,0 25,6 2,6 13,4 19,7 35,1 2,6 

F2LAM 3,0 72,4 5,0 3,4 1,1 14,5 0,6 

F3FLO 1,3 55,2 1,6 4,2 8,6 28,0 1,2 

F3LAM 1,1 85,2 2,1 2,1 1,7 7,9 Trazas1 

F4FLO 1,0 87,9 1,3 Trazas1 0,6 9,2 Trazas1 

F4LAM Trazas1 92,4 0,6 Trazas1 Trazas1 6,5 0,7 

1 Proporciones menores a 0,5 mol/100 mol. 

 Las Figuras 3.1. y 3.2. presentan los perfiles obtenidos mediante GPC para las 

fracciones redisueltas con NaCl provenientes de flotadores y la fracción F4 proveniente 

del extracto de lámina (F4LAM). Este análisis no pudo ser realizado para la fracción 

F0FLO, dado su bajo rendimiento. En todos los casos, los pesos moleculares (𝑀𝑤̅̅ ̅̅̅) 

resultaron altos (> 100 kDa, Figuras 3.1. y 3.2.).  
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Figura 3.1. Perfiles obtenidos por cromatografía de permeación de geles (GPC) para la 
determinación del peso molecular del extracto (EFLO) y de fracciones obtenidas de fucoidanos 

de flotadores (F1FLO, F2FLO, F3FLO y F4FLO) de M. pyrifera. Se indican los valores de 𝑀𝑤̅̅ ̅̅  (peso 
molecular promedio pesado) en cada caso. 
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Figura 3.2. Perfiles obtenidos por cromatografía de permeación de geles (GPC) para la 
determinación del peso molecular del extracto (ELAM) y de la fracción F4LAM obtenida de 

fucoidanos de láminas de M. pyrifera. Se indican los valores de 𝑀𝑤̅̅ ̅̅  (peso molecular promedio 
pesado) en cada caso. 

3.2.2.1. Análisis por metilación 

 Se seleccionaron las fracciones obtenidas con 3M NaCl provenientes de 

flotadores y láminas de M. pyrifera (F4FLO y F4LAM), dado que presentaban elevados 

rendimientos y características interesantes en cuanto a su composición, tal como el 

contenido de ésteres sulfato. Tales fracciones, estaban compuestas por galactofucanos 

con un alto grado de pureza (proporciones de fucosa cercanas a 90 %) (Tabla 3.4.). 

En primer lugar, se llevó a cabo el procedimiento de metilación para conocer los 

tipos de uniones presentes entre los residuos del polisacárido. Dada la dificultad 

conocida para lograr la metilación de los fucoidanos en general, y aprovechando la 

experiencia en la metilación de los galactofucanos de A. utricularis y S. lomentaria 

obtenida en el grupo de trabajo de la Dra. Ponce, se optó por el método que utiliza varios 

agregados de reactivo metilante y calentamiento a 50 ºC (Ponce et al., 2003; Ponce et 

al., 2019). El polisacárido se metiló con ICH3 en presencia de DMSO, luego se hidrolizó y 
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la mezcla de monosacáridos parcialmente metilados se derivatizó y se analizó por CGL y 

CGL-MS. 

Los resultados obtenidos en las metilaciones de F4FLO y F4LAM se presentan en 

la Tabla 3.5. El patrón de metilación de ambas fracciones fue semejante, y bastante 

heterogéneo a nivel de los residuos metilados. Se observaron derivados metilados de 

fucosa y galactosa, y sólo trazas de derivados de otros monosacáridos, tal como era 

esperado de acuerdo con la composición de los extractos. Las fucosas aparecieron 

principalmente metiladas en posición 2, y se observaron altos porcentajes de 2,4-di-O-

metilfucosa. Además, se encontraron cantidades importantes de 2,3-di-O- y 4-O-

metilfucosa, y menores de fucosas metiladas en O-3. Por otro lado, la fracción F4FLO, 

presentó menores porcentajes de unidades de 2,3,4-tri-O-metilfucosa (1,9 %) y 

cantidades importantes de fucosas no metiladas (17,1 %). Respecto de las galactosas 

para ambas fracciones, se observó una mayor variedad de unidades metiladas. La 

fracción proveniente de flotadores mostró mayoritariamente 2,3,4-, 2,6- y 2,4-di-O-

metilgalactosa, y también presentó unidades metiladas en posición 2-, mientras que en 

el análisis de aquella proveniente de lámina también se observaron cantidades trazas de 

otras unidades metiladas. En esta última fracción también se detectaron pequeños 

porcentajes de xilosa no metiladas. 
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Tabla 3.5. Composición de azúcares de las fracciones F4FLO y F4LAM metiladasb. 

Azúcar metilado en F4FLOa F4LAMa 

Fucosa   

2,3,4 1,9 6,1 

2,3 5,0 6,8 

2,4 22,0 15,8 

3,4 - 2,9 

2 32,9 47,5 

3 2,1 1,6 

4 7,5 4,1 

- 17,1 8,8 

Galactosa   

2,3,4,6 0,5 - 

2,3,4 3,2 0,8 

2,3,6 - Tr.c 

2,3 - 1,0 

2,4 2,0 1,2 

2,6 2,8 Tr.c 

3,6 - Tr.c 

3,4 - Tr.c 

2 1,8 1,1 

3 0,6 Tr.c 

- 0,6 Tr.c 

Xilosa   

- - 0,8 

Manosa   

- - 0,7 

Glucosa   

2,3,6 - - 

- - 0,8 

a Moles por cada 100 moles de azúcar. b Derivatizados como alditoles acetilados.  

Trc = trazas (proporciones  0,5). 
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3.2.2.2. Desulfatación y metilación de los polisacáridos desulfatados 

Ya que ambas fracciones presentaban altos porcentajes de ésteres sulfatos 

(Tabla 3.3.), a los fines de distinguir las posiciones ocupadas por dichos grupos iónicos, 

de aquellas involucradas en enlaces glicosídicos es necesario aplicar algún método de 

desulfatación. Se decidió utilizar el método de Navarro y colaboradores (Navarro et al., 

2007), el cual realiza un análisis de desulfatación-metilación one-pot con ayuda de 

microondas. Tras la metilación, en este caso también con ICH3, se procedió a hidrolizar 

y preparar los alditoles peracetilados que fueron analizados por CGL-MS. Las diferencias 

en los residuos sustituídos encontrados tras la desulfatación-metilación, comparada con 

las proporciones de los derivados de las fracciones metiladas originales permitirían la 

determinación inequívoca de las posiciones de los grupos sulfato en el polisacárido 

original, en el caso en el que la desulfatación haya sido completa.  

El rendimiento del producto desulfatado de F4FLO resultó muy bajo. En el 

análisis de dicha fracción, la suma de residuos metilados de fucosa fue muy inferior a las 

proporciones de fucosa de la fracción original, lo cual, sumado al bajo rendimiento 

obtenido tras la desulfatación, fue un indicativo de que ocurrió degradación del 

polisacárido. En consecuencia, los porcentajes de galactosa aparecieron 

sobreestimados. Otra evidencia de la degradación del polisacárido es el alto porcentaje 

de unidades de manosa metiladas y no metiladas. Desafortunadamente, tales 

resultados no permitieron concluir acerca de las uniones de los fucoidanos presentes en 

F4FLO.  

En el caso de la fracción proveniente de lámina (F4LAM), los resultados 

demostraron que la degradación en el proceso de desulfatación fue menor. Se observó 

un incremento de la de 2,4-di-O-metilfucosa a expensas de la 2-O-metilfucosa. También 

se observó un aumento de los residuos de fucosa terminales, de la 3,4-di-O-metilfucosa 

y de la fucosa metilada en O-4. Fue evidente además el aumento de la 3-O-metilfucosa 

y la disminución de las unidades de fucosa sin metilar. La fucosa dimetilada en 

posiciones 2- y 3- permaneció prácticamente constante. Respecto de la galactosa, si bien 

las proporciones eran pequeñas, se evidenció un incremento de las proporciones de 

2,3,4,6-tetra-, 2,3,4-tri-O-metilgalactosa y galactosa metilada en O-6, mientras que 

decrecían la 2,6-di y la 2-mono-O-metilgalactosa. Tales resultados sugieren que el 
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fucoidano presente en las láminas de M. pyrifera, contiene principalmente fucosas 

enlazadas por la posición -3 y sulfatadas en la posición C-4. La presencia de unidades de 

2-O-metilfucosa sugiere la presencia de cadenas laterales en el polisacárido. Además, se 

encontraron residuos de fucosa terminales en el fucoidano.   

3.2.2.3. Espectroscopía de RMN 

 Dado los resultados obtenidos tras desulfatar y metilar se decidió realizar el 

espectro de RMN solamente de la fracción F4LAM. Como es usual en los fucoidanos, el 

espectro de dicha fracción presentó gran complejidad, por lo cual resulta difícil 

interpretarlo completamente, sin embargo, la región de las señales anoméricas puede 

aportar los datos más importantes. Se realizó RMN bidimensional (HSQC), el cual es un 

experimento de detección de protones que muestra los carbonos que están 

directamente conectados (un enlace). En la región anomérica se observaron señales que 

pueden ser asignadas a residuos de α-fucosas (panel superior izquierdo, Figura 3.3.). La 

señal mayoritaria aparece a 99,8/5,41 ppm sugiriendo que el polisacárido consiste 

principalmente de residuos de fucopiranosas con enlaces (13)- dentro de un sistema 

alternante 3-/4-, y la señal a 99,0/5,43 ppm correspondería a unidades sulfatadas en C2 

y enlazadas en posición 4, dentro del mismo sistema alternante (Bilan et al., 2004; Ponce 

et al., 2019). Además, se observaron señales cercanas a 103 ppm (103,4/4,78 y 

103,6/4,60 ppm) las cuales pueden ser asignadas a unidades de -galactosa (Thinh et 

al., 2013). En la región del C-6 (correspondiente al CH3 de la fucosa) se observó una señal 

a 16,2/1,25 ppm y otra a 16,8/1,33 ppm, esta última coincidente con los 

desplazamientos del residuo →3)-α-L-Fucp-2,4-SO3
-(1→. La señal a 61,8/3,80 ppm 

corresponde a unidades de galactopiranosas con el grupo CH2OH no sustituído. Por otro 

lado, las señales que se encuentran entre 66 y 81 ppm indican los correspondientes 

protones unidos a los carbonos de los anillos (H-2, H-3, H-4 y H-5). No se encontraron 

señales de grupos O-acetilos. 
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Figura 3.3. Espectro de RMN (HSQC) de la fracción de fucoidanos F4LAM de M. pyrifera.  

3.3. DISCUSIÓN 

 En Patagonia, las especies de M. pyrifera y U. pinnatifida forman grandes 

praderas y bosques submareales que alcanzan altas biomasas, lo cual las convierte en 

un recurso aprovechable para la extracción de fucoidanos (Luizzi et al., 2011; Balquita 

et al., 2022; Ponce et al., 2022). En este contexto, los fucoidanos de ambas especies 

fueron extraídos, purificados y caracterizados, a los efectos de ser utilizados como 

sustratos en las determinaciones de actividad fucoidanasa de las enzimas putativas 

expresadas en E. coli.  

 Con la finalidad de obtener un polisacárido de alta pureza, se aplicó una 

metodología de extracción constituída por dos etapas. La primera etapa consistió en un 

pretratamiento de los fucoidanos, a los que posteriormente se les aplicó una extracción 

en medio ácido. El pretratamiento consistió primeramente en una extracción con la 

mezcla de solventes metanol/cloroformo/agua, el cual ha sido ampliamente utilizado 

para la extracción de polisacáridos de distintas especies de macroalgas (Al-Amoudi et 

al., 2009). Dicha mezcla permite eliminar fenoles, lípidos, pigmentos, proteínas y 

compuestos de bajo peso molecular (Ale y Meyer, 2013; Dobrincic et al., 2020). El 

pretratamiento finaliza con la extracción con etanol 80 % (v/v), el cual contribuye a la 

remoción de otros compuestos de bajo peso molecular, como por ejemplo el manitol. El 
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siguiente paso consistió en la extracción con HCl (pH 2), el cual se ha demostrado que 

en algunos casos puede maximizar la extracción de fucoidanos y minimizar la co-

extracción de proteínas, sin evidenciar signos de degradación (Ponce et al., 2003). Esto 

pudo haber ocurrido en las extracciones de fucoidanos de ambas especies, donde las 

determinaciones del contenido de proteínas arrojaron valores más bien bajos, ó bien, 

por debajo del límite de detección de la técnica. El uso de una baja concentración del 

ácido (0,01 M) evita la degradación del polisacárido, efecto que se ha observado con 

concentraciones de HCl superiores, produciendo fucoidanos con bajas proporciones de 

fucosa (Ale y Meyer, 2013). 

 La metodología de extracción utilizada permitió obtener fucoidanos con alto 

contenido de fucosa (entre 48 y 86 %) y de ésteres sulfato (entre 16 y 28 %), siendo estos 

últimos de gran relevancia dado que la pérdida de los mismos disminuye la actividad 

biológica de los fucoidanos (Ale y Meyer, 2013; Kusaykin, 2016). El alto contenido de 

fucosa es concordante con reportes de trabajos previos sobre otras especies de algas 

pardas, en donde la fucosa es el principal monosacárido (Bilan et al., 2002; Bilan et al., 

2010). 

 Se ha demostrado la presencia de tres tipos principales de fucoidanos, cuya 

estructura química ha sido dilucidada. El primero de ellos se denomina uronofucoidanos, 

también llamados GA-fucoidanos ó U-fucoidanos (Wang et al., 2020). Los mismos están 

compuestos por una mezcla heterogénea de monosacáridos y un porcentaje de ácidos 

urónicos mayor al de grupos sulfato. En segundo lugar, se encuentran los galactofucanos 

(también llamados G-fucoidanos), donde predomina la fucosa acompañada por 

galactosa y con altos porcentajes de grupos ésteres sulfato y bajos de ácidos urónicos 

(Duarte et al., 2001; Ponce et al., 2003; Ponce et al., 2019). El tercer tipo corresponde a 

los F-fucoidanos, constituidos exclusivamente de fucosa sulfatada (Wang et al., 2020). 

Dentro de las algas pertenecientes al orden Laminariales se han encontrado, en muchos 

casos, galactofucanos usualmente con bajas proporciones de xilosa o manosa. La familia 

Alariaceae (a la que pertenece la especie U. pinnatifida) produce principalmente 

galactofucanos (Usoltseva et al., 2016). Sin embargo, algunas especies pertenecientes al 

mismo orden mostraron estar compuestas por fucoidanos casi puros (fucanos), tal como 

es el caso de Laminaria angustata, Laminaria hyperborea, Saccharina cichorioides y 
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Saccharina japónica (Ponce y Stortz, 2020). En el caso de M. pyrifera, ya había sido 

informada la presencia de fucoidanos casi puros (Schweiger, 1962), como así también 

de galactofucanos (Fitton et al., 2015; Zhang et al., 2015). 

 El fucoidano de U. pinnatifida analizado en esta tesis doctoral, presentó 

características de un galactofucano sulfatado (Zvyagintseva et al., 2021), es decir, una 

composición basada principalmente en los azúcares fucosa y galactosa, y a su vez, con 

presencia de sustituciones de grupos sulfatos. Estos resultados se corresponden con 

estudios previos realizados por otros investigadores con biomasa de dicha especie 

proveniente de otras regiones geográficas (Hemmingson et al., 2006; Synytsya et al., 

2010), presentando un esqueleto de fucosa con uniones α-(13)-, con abundancia de 

sustituciones de sulfato en posiciones 2 y 4, y algunas ramificaciones de residuos de 

galactosa enlazados β-(14)- (Cao et al., 2018).  La Figura 3.4. presenta la estructura 

construída a partir de la información descripta por Koh y colaboradores (Koh et al., 

2019), para los fucoidanos de U. pinnatifida de Nueva Zelanda. Se han descripto 

numerosas bioactividades asociadas a dicha estructura, entre ellas: actividad 

anticancerígena, antioxidante, antimicrobial y anticoagulante (Wang et al., 2019; Zhao 

et al., 2018). 

→3)-β-D-gal4S-(1→4)-α-L-Fucp2S-(1→3)-β-D-gal4S-(1→4)-α-L-Fucp2S-(1→ 

2S = SO3
- en posición 2 

4S = SO3
- en posición 4 

Figura 3.4. Estructura del fucoidano de U. pinnatifida. El fucoidano está constituido por un 
esqueleto de fucosa-galactosa, con sustituciones de grupos sulfato en las posiciones C2 y C4. 
Estructura construída a partir de la información publicada por Koh et al., 2019. 

 Las características estructurales de los fucoidanos de U. pinnatifida que han sido 

relacionadas con la actividad anticancerígena son el contenido de sulfato y el tipo de 

enlace α-(13)- del esqueleto del polisacárido, mientras que los principales factores 

que afectan la actividad antioxidante, antiviral y anticoagulante serían el contenido de 

sulfato y el peso molecular del polisacárido (Zhao et al., 2018), lo cual puede deberse a 

su similitud estructural con la heparina (Wang et al., 2020). Con respecto a otras 

bioactividades, la actividad antimicrobiana se ha informado que se debe a la cantidad 

de sulfato y de ácido glucurónico en los productos de despolimerización del fucoidano. 

Por otro lado, la actividad antiinflamatoria esta fuertemente influenciada por el peso 
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molecular de los fucoidanos, por ejemplo, fucoidanos de alto peso molecular extraídos 

a partir de Cladsiphon okamuranus incrementaron el nivel de producción de células T 

(Shimuzi et al., 2005).  

  Los fucoidanos de la especie M. pyrifera de las costas patagónicas de la 

Argentina, aún no habían sido caracterizados estructuralmente al comienzo de esta 

tesis. En este contexto, resultaba de interés la extracción de los fucoidanos 

diferenciando las distintas partes del talo. El análisis comparativo de los tres extractos 

obtenidos del alga M. pyrifera indicó que no existen diferencias significativas con 

respecto en la composición de azúcares, como así tampoco en la concentración de 

fucosa, contenido de ésteres sulfato y de ácidos urónicos. Dichos fucoidanos mostraron 

que están constituidos principalmente por fucosa (80 - 86 %) e importantes porcentajes 

de grupos sulfato (23 – 28 %). En extractos de fucoidanos de esta especie, en la que se 

han aplicado otras metodologías de extracción y purificación, la fucosa fue el 

monosacárido predominante seguido por galactosa, aunque también ha sido informada 

la presencia de xilosa, glucosa y manosa, con altos contenidos de sulfatos y menores de 

ácidos urónicos (Zhang et al., 2015; Lorbeer et al., 2017; Sichert et al., 2021). Sin 

embargo, en dichos trabajos los porcentajes de fucosa obtenidos fueron menores al 30 

%. Esto indicaría que el método de extracción aplicado en este trabajo de tesis resulta 

adecuado para la obtención de fucoidanos sulfatados ricos fucosa. Cabe destacar que la 

metodología de extracción aplicada, como así también el tiempo y la temperatura, 

afecta directamente al rendimiento y a la composición estructural de los fucoidanos 

obtenidos (Morya et al., 2010).  

 Los altos pesos moleculares obtenidos de los extractos de flotadores (EFLO) y 

láminas (ELAM), indican también que el tratamiento ácido de extracción a altas 

temperaturas, no parece haber producido la escisión de las cadenas de fucoidanos. Los 

perfiles obtenidos mediante GPC señalaron una clara polidispersión, con valores de 𝑀𝑤̅̅ ̅̅̅ 

muy similares entre ellos. Valores similares han sido obtenidos también en los extractos 

de fucoidanos de las especies U. pinnatifida, Fucus serratus, Fucus vesiculosus y 

Ascophyllum nodosum (Synytsya et al., 2010; Fletcher et al., 2017; Ptak et al., 2021). 

 Dado que en los extractos obtenidos se encuentra presente una mezcla compleja 

de cadenas de fucoidanos con diferencias estructurales, resulta de interés contar con 
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una muestra lo más homogénea posible, que puede obtenerse a partir del 

fraccionamiento. El método de fraccionamiento fue aplicado para los extractos ELAM y 

EFLO, el cual resultó exitoso. Las fracciones solubles ante el agregado de CTAB (F0FLO y 

F0LAM), mostraron sorprendentemente la presencia de fucosa y sulfatos, indicando que 

algunas cadenas de fucoidano permanecieron solubles. Además, los bajos porcentajes 

de glucosa encontrados en estas fracciones revelan la ausencia de laminaranos, el 

producto de reserva de las algas pardas. Las fracciones obtenidas con bajas 

concentraciones de NaCl dieron lugar a fracciones muy heterogéneas en cuanto a la 

composición de monosacáridos, mientras que la concentración 3 M de dicha sal permitió 

obtener fucoidanos prácticamente puros y altamente sulfatados. Estos resultados son 

concordantes con la composición química de las fracciones obtenidas a partir de 

fucoidanos de Macrocystis integrifolia (Soto-Vásquez et al., 2023). Los perfiles de las 

muestras al ser analizadas mediante GPC, permitieron observar que al aumentar la 

fuerza iónica en el fraccionamiento, las fracciones incrementaron su pureza hasta llegar 

a F4FLO y F4LAM, las cuales se tratan de muestras polidispersas respecto del peso 

molecular. Los valores de 𝑀𝑤̅̅ ̅̅̅ resultaron ser altos, resultado que no se ve reflejado en 

los análisis de RMN, con lo cual cabe la posibilidad de que las cadenas polisacáridicas se 

encuentren agregadas sobreestimándose dicho valor.  

 En las fracciones derivadas de ELAM no se evidenció la presencia de 

uronofucoidanos, mientras que en la fracción F1FLO si se encontaron presentes. Con la 

máxima concentración de sal de sodio utilizada (F4LAM y F4FLO), se obtuvieron 

fucoidanos con alto contenido de ésteres sulfato y muy bajo contenido de ácidos 

urónicos. Estas últimas fueron sometidas a diversos análisis con el fin de dilucidar su 

estructura. En cuanto a las metilaciones, los bajos rendimientos obtenidos tras la 

desulfatación de F4FLO, indicaron que los fucoidanos habían sido degradados y 

evidentemente habían atravesado la membrana de diálisis. Otro intento para preparar 

la sal de piridinio de los fucoidanos consistió en pasar una solución del polisacárido a 

través de una columna rellena con resina catiónica, recibiendo la solución que eluía 

sobre una mezcla de piridina/agua. Este fue nuevamente un intento infructuoso ya que 

también se observó importante pérdida de masa durante la diálisis, dejando en 
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evidencia que por algún motivo la sal de piridinio del polisacárido se degrada en el pH 

ácido de trabajo.  

 Si bien la fracción F4FLO no permitió obtener resultados concluyentes, en el caso 

de la fracción F4LAM los resultados sugirieron que el fucoidano presente en las láminas 

de M. pyrifera contiene principalmente α-L-fucosas con enlaces α-(13)- y sulfato en la 

posición 4. El tipo de enlace glicosídico fue corroborado con los resultados de la 

espectroscopía de RMN bidimensional, la cual señaló enlaces en posición 3, con 

unidades disulfatadas en C-2 y C-4, como así también fucosas enlazadas en posición -4, 

dentro de un bloque conteniendo díadas con enlaces alternantes α-(13)- y α-(14)-. 

Se ha publicado un trabajo sobre la estructura de los fucoidanos de M. pyrifera, sin 

embargo, dicho trabajo plantea una estructura incorrecta para los fucoidanos, producto 

de las asignaciones erróneas realizadas en los análisis de RMN (Zou et al., 2021), donde 

sugieren la presencia de enlaces β-L-fucosa en la cadena central de fucoidano. Por otro 

lado, los autores no aclaran sobre que tejido han realizado dicha extracción ni tampoco 

el origen geográfico de las muestras utilizadas para la extracción de fucoidano. 

 Sistemas similares al encontrado en este trabajo para M. pyrifera han sido 

publicados para otras especies de Laminariales, tal es el caso de Lessonia vadosa 

(Chandia et al., 2008), Saccharina latissima (Bilan et al., 2010) y en Laminaria japónica 

(Zayed et al., 2020). Esta última especie mostró que tales residuos estaban sulfatados 

en C-4 y/o en C-2 y ramificadas en C-2 por unidades de α-L-Fucp. El fucoidano de la 

especie Chorda filum contiene una cadena principal de poli-α-(13)-fucopiranosas con 

alto grado de ramificación, principalmente de unidades α-(12)-, sulfatadas en 

posiciones O-4 (principalmente) y O-2 (Chizhov et al., 1999). Se ha demostrado que otras 

algas pardas también poseen principalmente residuos de fucosa enlazados en -3, tal es 

el caso de Cladosiphon okamunarus (Hidari et al., 2008) y Chordaria glagelliformis (Bilan 

et al., 2008). Otras especies poseen enlaces en α-(13)- y α-(14)- no alternantes, en 

los cuales tienden a predominar los enlaces en -3 (Ponce et al., 2003; Adhikari et al., 

2006; Lee et al., 2011). 
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4.1. INTRODUCCIÓN 

 Los ambientes extremos constituyen habitats ideales para la prospección 

biotecnológica, en la que se incluye la identificación de enzimas novedosas que resulten 

activas bajo dichas condiciones (Hamid et al., 2022). Aproximadamente el 75 % de la 

biosfera de la Tierra está expuesta a bajas temperaturas (< 5 °C) (Huston, 2008), 

constituyendo un enorme reservorio para la bioprospección de enzimas de interés 

adaptadas al frío (Van den Burg, 2003). Particularmente, las enzimas provenientes de 

organismos adaptados a ambientes fríos (psicrófilos), presentan importantes ventajas 

para su aplicación a nivel industrial. Entre ellas, se incluyen reacciones enzimáticas que 

pueden ser llevadas a cabo a temperatura ambiente y pueden ser inactivadas mediante 

un aumento moderado de temperatura (Vester et al., 2014). Estas características 

implican menores costos en su producción industrial al no ser necesario invertir en 

energía para poner en marcha un proceso dependiente de la temperatura, y por otra 

parte, existe un menor riesgo de contaminación. En este contexto, los ambientes fríos 

resultan de particular interés para la bioprospección de organismos novedosos, como 

así también de enzimas con potenciales aplicaciones biotecnológicas (Ferres et al., 

2015). 

 La identificación de biocatalizadores con características novedosas a partir de 

microorganismos previamente cultivados en el laboratorio es una estrategia 

comúnmente utilizada. Dada la dificultad para aislar la gran mayoría de 

microorganismos marinos, en particular aquellos de ciertos grupos taxonómicos, los 

enfoques metagenómicos permiten la bioprospección de enzimas de interés a partir de 

comunidades microbianas, sin las limitaciones impuestas por la dificultad para cultivar 

los mismos (Lorenz y Eck, 2005; Prayogo et al., 2020). Este enfoque presenta, sin 

embargo, una limitación importante, relacionada con la limitada información que existe 

sobre la diversidad de secuencias codificantes de ciertas enzimas (Wani et al., 2022) 

como por ejemplo fucoidanasas, lo cual resulta esencial para la identificación de 

secuencias en sets de datos metagenómicos. La búsqueda de secuencias de interés en 

dichos sets de datos requiere generar modelos estadísticos a partir de secuencias 

conocidas, generalmente de enzimas caracterizadas provenientes de organismos 

aislados. Dada las limitaciones previamente mencionadas, las mismas no reflejan la 
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diversidad real de secuencias de las enzimas de interés. En consecuencia, existirá una 

limitación en la capacidad de estos modelos para identificar las secuencias de interés, 

en particular, aquellas novedosas. 

  En este capítulo se describen los resultados de la identificación de secuencias 

homólogas a enzimas fucoidanasas en un set de datos metagenómico generado a partir 

de la comunidad microbiana de los sedimentos intermareales de Bahía Ushuaia, Tierra 

del Fuego, Argentina. Además, se describe la caracterización in silico de dichas 

secuencias y la selección de aquellas más novedosas para su posterior expresión y 

caracterización enzimática. A su vez, se describe el análisis de los fragmentos 

metagenómicos que contienen dichas secuencias, sus posibles hospedadores y el 

potencial metabólico que podrían presentar dichos organismos.  

4.2. RESULTADOS 

La identificación de secuencias homólogas a las enzimas fucoidanasas 

pertenecientes a ambas familias CAZy (GH107 y GH168) en el set de datos 

metagenómico de sedimentos intermareales de Bahía Ushuaia, se realizó por medio de 

la construcción de HMMs específicos para dichas familias, como así también mediante 

las herramientas de anotación dbCAN2 y CUPP. El uso de múltiples herramientas 

permite evaluar el grado de concordancia entre las mismas, lo cual incrementa la 

confianza en la anotación específica. Los perfiles fueron generados a partir de 

alineamientos múltiples de las secuencias de referencia incluídas en cada familia en la 

base de datos CAZy, y utilizados para la identificación de las secuencias de interés. Dado 

que el número de secuencias de referencia y el número de familias GH que incluyen 

fucoidanasas se incrementó desde el inicio del trabajo de tesis, periódicamente se 

reevaluó la identificación de las secuencias de fucoidanasas putativas generando nuevos 

modelos y reanalizando la biblioteca metagenómica. Los resultados que se muestran en 

este capítulo corresponden al estado de la base de datos CAZy con respecto a estas dos 

familias en mayo de 2022, donde se incluían 31 y 42 secuencias para las familias GH107 

y GH168 respectivamente. Al momento de presentación de la tesis doctoral, la base de 

datos CAZy incluye 36 secuencias para la familia GH107 y 52 secuencias para la familia 

GH168. 
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4.2.1. Familia GH107 

4.2.1.1. Identificación de secuencias homólogas a miembros de la familia GH107 

 Para la identificación de secuencias homólogas se utilizó el HMM construído a 

partir del módulo catalítico (también denominado D1) de 31 secuencias de la familia 

GH107. Se identificaron 7 secuencias homólogas a enzimas de la familia GH107 en el set 

de datos metagenómico de sedimentos intermareales de Bahía Ushuaia (Tabla 4.1.). 

Fueron consideradas aquellas secuencias que presentaron valores de significancia 

estadística (E-value) ≤ 10-5. Como segundo y tercer método de identificación se utilizaron 

las herramientas dbCAN2 y CUPP (sección 2.1.3.). En ambas búsquedas se identificaron 

las siete secuencias anotadas anteriormente. 

Tabla 4.1. Secuencias homólogas a fucoidanasas de la familia GH107 (CAZy) identificadas en el 

set de datos metagenómico OR07. En rojo se indican las secuencias parciales; en negro las 

secuencias completas. 

Nombre de 
la secuencia 

Longitud de la 
secuencia (aá) 

Nombre del 
scaffold 

Longitud del 
scaffold (pb) 

Coordenadas de la 
secuencia 

27010 137 scaffold-1575_S2 11.409 (- )2-412 

140846 400 scaffold-10782_S2 35.308 (+) 33815-35017 

289547 709 scaffold-70692_S1 2.456 (-) 1-2127 

163424 650 scaffold-9822_S1 5.199 (+) 47-1999 

277285 380 scaffold-322417_S2 24.006 (+) 10660-11802 

113643 394 scaffold-6734_S1 34.700 (-) 30305-31489 

57307 508 scaffold-3923_S1 14.646 (+) 9537-11063 

 De las siete secuencias identificadas, cinco se encontraban completas (nombre 

de las secuencias en color negro, Tabla 4.1.), en el sentido de que no estaban truncadas 

en uno de los extremos del scaffold. Las secuencias 27010 y 289547 se encontraban 

truncas en el C-terminal. Las secuencias completas presentaron longitudes entre 380 y 

650 aminoácidos, lo cual sugiere que algunas de las secuencias contendrían dominios 

adicionales, además del posible módulo catalítico GH107. De forma comparativa, las 

secuencias contenidas en la familia GH107 presentaron un tamaño entre 400 y 1320 

aminoácidos. 

4.2.1.2. Identificación de péptido señal y de dominios en secuencias GH107 putativas 

 El péptido señal (S, en Figura 4.1.) fue identificado a fin de conocer si la proteína 

sería exportada. Esta información es de interés además para su posterior remoción en 
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las secuencias que sean seleccionadas para su expresión heteróloga. El mismo fue 

identificado en seis secuencias putativas de fucoidanasas y presentaron longitudes entre 

17 y 45 aminoácidos. En la secuencia 27010 no se pudo dectectar el péptido señal 

posiblemente se deba a que se trata de una secuencia muy corta. 

 La identificación y anotación de dominios en las secuencias putativas 

identificadas se realizó en primer lugar utilizando la herramienta InterProScan 

(www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/). Los mismos se indican en la Figura 4.1.A. 

Dado que no existen dominios específicos para las enzimas fucoidanasas de la familia 

GH107, los dominios identificados fueron generales para enzimas glicósido hidrolasas. 

El módulo GH (en amarillo, Figura 4.1.A), identificado en todas las secuencias a 

excepción de 57307, representaría el módulo putativo responsable de la actividad 

fucoidanasa. 

 El módulo GH29 (acceso a InterPro: IPR000933) estuvo presente en una de las 

secuencias (57307), el cual se encuentra en enzimas de la familia GH29. Esta familia 

incluye enzimas α-L-fucosidasas, que actúan en los enlaces terminales de los fucoidanos 

mediante un mecanismo de exo-hidrólisis. Por lo tanto, es probable que la secuencia 

57307 corresponda a una enzima α-L-fucosidasa, tratándose de una identificación 

inespecífica. Sin embargo, será considerada en posteriores análisis dada su similitud en 

el mecanismo de acción con respecto a las enzimas fucoidanasas de la familia GH107.   

 El dominio SLA1 homology domain 1 (SHD1, IPR007131) fue identificado en las 

secuencias 113643 y 140846 (Figura 4.1.A). De acuerdo a la información provista en 

InterProScan, dicho módulo suele encontrarse en organismos eucariotas como así 

también en bacterias del superphylum Planctomycetota-Verrucomicrobiota-

Chlamydiota (PVC). En ambas secuencias, el módulo SHD1 se encontró próximo al 

extremo N-terminal. En la secuencia 163424 se identificó el módulo PSS (IPR026444), el 

cual corresponde a un sistema de secreción C-terminal, mientras que en las secuencias 

277285 y 289574 no se identificaron dominios adicionales al utilizar herramientas 

basadas en la estructura primaria de la enzima putativa (Figura 4.1.A).  
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Figura 4.1. Dominios identificados en las secuencias completas homólogas a fucoidanasas de 
la familia GH107. A) Módulos identificados a partir de la estructura primaria mediante 
InterProScan. S: péptido señal, SHD1: proteína de función desconocida, GH29: módulo de 
actividad α-L-fucosidasa, PSS: sistema de secreción C-terminal, GH: módulo glicósido hidrolasa. 
B) Módulos identificados a partir del modelo de estructura tridimensional. Las secuencias fueron 
modeladas sin el péptido señal y los modelos fueron visualizados en UCF Chimera utilizando el 
modo rainbow (azul a rojo, N- a C-terminal). Los dominios con función desconocida fueron 
analizados en el servidor Dali. 

 Como se observa en la Figura 4.1.A, las secuencias 163424 y 289547 presentaron 

regiones que no pudieron ser anotadas funcionalmente utilizando InterProScan o 

métodos similares. Para poder analizar con mayor profundidad los dominios de las 

secuencias identificadas y definir la posible función de las regiones no anotadas, se 

modeló la estructura tridimensional de estas proteínas utiliando la herramienta 

AlphaFold2, y se visualizaron los modelos en UCSF Chimera para definir las regiones 
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comprendidas en cada dominio. Se analizaron los dominios utilizando el servidor Dali 

(Holm, 2022), comparando el modelo de cada dominio con la base de datos de 

estructuras PDB. Las posiciones relativas de los dominios o las orientaciones que se 

observan en los mismos presentan, sin embargo, un bajo nivel de confianza y no deben 

ser interpretadas en los modelos tridimensionales (http://alphafold.ebi.ac.uk/faq). La 

Figura 4.1.B muestra el modelado de cinco de las secuencias identificadas, utilizando 

una visualización de tipo ribbon ó cartoon y un gradiente de colores para distinguir el 

extremo N-terminal (azul) del C-terminal (rojo).  

 En el caso de las secuencias 113643 y 140846, el extremo N-terminal presentó 

una estructura similar a la proteína SLA1 de Saccharomyces cervisiae (PDB: 2HBP), lo 

cual estuvo en concordancia con la anotación funcional en InterProScan. Esta 

identificación presentó un RSMD (media cuadrática mínima) de 1,3 Å con un 26 % de 

identidad de secuencia en 58 residuos con la estructura 2HBP. La secuencia 277285 en 

cambio, sólo presentó un único dominio, correspondiente al módulo GH107 putativo. 

 Las secuencias 163424 y 289547 comparten un 32,46 % de identidad a nivel de 

aminoácidos, similitud que se observa a lo largo de las proteínas, a excepción de la 

región C-terminal que presentó mayor divergencia. Este alineamiento sugire una similar 

estructura multidominio en parte de las proteínas hipotéticas. Al comparar el modelo 

tridimensional del dominio N-terminal U1 de ambas secuencias (Figura 4.1.B), 

denominado U1, se observó un valor de RMSD de 1,3 Å con un 42 % de identidad en 170 

aminoácidos (168 residuos equivalentes). El modelo de dominio U1 de la secuencia 

163424 fue comparado con la base de datos de estructuras utilizando la herramienta 

pdb search del servidor Dali. El mismo mostró similitud con regiones no catalíticas de 

diversas enzimas, incluyendo β-agarasas y endo-1,4-β-xilanasas (por ejemplo PDB: 4BQ4 

y 2W5F, respectivamente). En particular, este dominio presentó un RSMD de 2,9 Å con 

un 15 % de identidad sobre 250 residuos (137 residuos equivalentes) con el dominio 

CBM44 de la enzima CtCel9D-Cel44A de Clostridium thermocellum (PDB: 2C4X, 

Najmudin et al., 2006), sugiriendo su posible función como un módulo de unión a 

carbohidratos, presente en ambas enzimas putativas.  

 No se observó, en cambio, una similitud en la estructura tridimensional de la 

región C-terminal de las secuencias 163424 y 289547 (parwise, servidor Dali), y dichos 
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dominios fueron nombrados como U2 y U3, respectivamente. Al comparar con la base 

de datos de estructuras, el servidor identificó al dominio DUF3244 con un tipo de 

plegamiento beta-sandwich Inmunoglobulin-like de función desconocida en el caso del 

dominio U2 de la secuencia 163424 (PDB: 3SD2, RMSD 1,9 Å y 13 % de identidad sobre 

los 86 residuos, 77 equivalentes, no publicado) y un dominio CBM22-1 de una xilanasa 

de la familia GH10 en el caso del dominio U3 de la secuencia 289574 (PDB: 2W5F, RMSD 

2,4 Å y 9 % de identidad en 511 residuos, 117 equivalentes, Najmudin et al., 2010 ). La 

anotación de un sistema de secreción C-terminal (residuos 576-648) de la secuencia 

163424 coincide con la posición del dominio U2 modelado (residuos 569 a 650).  

4.2.1.3. Posibles hospedadores de las secuencias identificadas 

 La asignación taxonómica de las secuencias identificadas homólogas a 

fucoidanasas de la familia GH107 fue realizado utilizando el programa Megan6. Dicha 

asignación fue establecida tanto a nivel de la secuencia identificada como del scaffold, 

en ambos casos a nivel de aminoácidos. En el segundo caso, se asignó taxonómicamente 

cada secuencia deducida de aminoácidos predicha en el scaffold. 

 La mayoría de las secuencias identificadas pertenecerían a organismos del 

phylum Planctomycetota (Tabla 4.2.), encontrándose menos representado el phylum 

Bacteroidota (Tabla 4.2.). Las asignaciones taxonómicas a nivel de secuencia y de 

scaffold fueron concordantes. En particular, todas las secuencias codificantes fueron 

asignadas al mismo phylum en el caso de los scaffolds de las secuencias 27010, 57307, 

113643 y 163424, coincidiendo con la asignación taxonómica de la secuencia GH107 

putativa. El scaffold 70692 no pudo ser asignado taxonómicamente dado que contenía 

un tamaño menor a 3 Kb (indicado con un asterico en la Tabla 4.2.).  

 La asignación taxónómica de la secuencia 140846 como así también del scaffold 

que la contiene, no permitió llegar a nivel de phylum, quedando su asignación a nivel de 

dominio.  
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Tabla 4.2. Asignaciones taxonómicas del gen y del scaffold al que pertenecen las secuencias 

putativas a fucoidanasas de la familia GH107 obtenidas a partir del servidor MEGAN. 

Secuencia_Scaffold Secuencia Scaffold 

27010_Scaffold-1575_S2 Planctomycetota 100 % de las secuencias Planctomycetota 

57307_Scaffold-3923_S1 Planctomycetota 100 % de las secuencias Planctomycetota 

113646_Scaffold-6734_S1 Planctomycetota 100 % de las secuencias Planctomycetota 

163424_Scaffold-9822_S1 Bacteroidota 100 % Bacteroidota 

140846_Scaffold-10782_S2 Bacteria Bacteria  

289547_Scaffold-70692_S1 Bacteroidota * 

277285_Scaffold-322417_S2 Planctomycetota 63 % de las secuencias Planctomycetota  
*Scaffold sin asignar taxonómicamente, tamaño menor a 3 Kb. 

 Con respecto a las secuencias más cercanas de la base de datos nr del NCBI 

(realizado en mayo de 2022, utilizando el algoritmo blastp), la mayoría de las secuencias 

compartieron elevados porcentajes de identidad (entre 61 y 82 %) con las secuencias 

identificadas en el set de datos metagenómico (Tabla 4.3.). Los porcentajes de cobertura 

fueron en todos los casos altos (≥ 96%), a excepción de la secuencia 163424 con respecto 

a la secuencia con número de acceso WP_139959462. En todos los casos, la secuencia 

más cercana de la base de datos perteneció al mismo grupo taxonómico que la 

asignación taxonómica de la secuencia GH107 putativa. 

 Se corroboró la posible actividad fucosidasa de la secuencia 57307, dado que la 

secuencia más cercana (61,66 % de identidad) presente en la base de datos nr se trataba 

de una secuencia anotada como una α-L-fucosidasa proveniente del organismo 

Novipirellula aureliae del phylum Planctomycetota. 
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Tabla 4.3. Resultados de la búsqueda de secuencias similares en la base de datos de proteínas 

no redundante del NCBI, mediante el algoritmo blastp. Para cada secuencia identificada, se 

indica la secuencia más cercana proveniente de un microorganismo cultivado. 

Secuencia Proteína 
No. Acceso 
GenBank 

Organismo Phylum 
% 

identidad 
% 

cobertura 

57307 alpha-L-fucosidase WP_146602643 
Novipirellula 
aureliae 

Planctomycetota 61,66 96 

113643 
hypothetical 

protein 
TWT80423 

Planctomycetes 
bacterium CA13 

Planctomycetota 80,51 98 

140846 
hypothetical 

protein 
TWT80423 

Plactomycetes 
bacterium CA13 

Planctomycetota 75,82 99 

163424 
hypothetical 

protein 
WP_139959462 

Flavicella 
sediminum 

Bacteroidota 73,90 56 

277285 
hypothetical 

protein 
TWU50609 

Rubripirellula 
tenax 

Planctomycetota 81,32 100 

289547 
hypothetical 

protein 
WP_139958824 

Flavicella 
sediminum 

Bacteroidota 71,07 100 

27010 
hypothetical 

protein 
TWT80423 

Planctomycetes 
bacterium CA13 

Planctomycetota 37,59 97 

 

4.2.1.4. Análisis filogenéticos de las secuencias pertenecientes a la familia GH107 y las 

secuencias GH107 putativas identificadas 

 Dada la divergencia existente entre los miembros de la familia GH107, se realizó 

en primer lugar un análisis filogenético entre dichas secuencias, para luego evaluar su 

relación con las secuencias homológas identificadas a partir de ellas. 

4.2.1.4.1. Relaciones filogenéticas entre miembros de la familia GH107  

 A partir del alineamiento múltiple de los módulos catalíticos GH107 de 31 

miembros de la familia GH107, se realizó un análisis filogenético que reveló la presencia 

de dos agrupamientos, indicados con las letras A y B en la Figura 4.2.  El agrupamiento 

A incluye mayormente secuencias que han sido clasificadas dentro de dicha familia pero 

que aún no han sido caracterizadas bioquímicamente. La excepción incluye a las enzimas 

caracterizadas P5AFcnA de Psychromonas sp. SW5A y Mef2 de M. eckloniae en donde 

sólo en la última se ha determinado su especificidad por enlaces α-(1→3)- (Tran et al., 

2022). Por otro lado, el clado B incluye casi en su totalidad secuencias de enzimas 

caracterizadas (señaladas en negrita en el árbol de la Figura 4.2.), las cuales son enzimas 

que reconocen enlaces α-(1→4)- de los fucoidanos. 
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 Por fuera de los dos clados mayoritarios, se encuentran dos enzimas 

fucoidanasas (Fda2 y Fda2) de Alteromonas sp. SN-1009 que reconocerían enlaces del 

tipo α-(1→3)- (Takayama et al., 2002; Zhu et al., 2021), y la enzima fucoidanasa putativa 

SVI_0379 no caracterizada de S. violaceae DSS12.  

 En el margen derecho de la Figura 4.2. se indica la arquitectura modular de las 

enzimas de la familia GH107 que han sido caracterizadas. El dominio propuesto como 

responsable de la actividad fucoidanasa se indica en color amarillo y se presentó 

próximo al extremo N-terminal. Además del péptido señal (letra S en Figura 4.2.) se 

identificaron dominios Inmunoglobulin-like (Ig R1/R2/R3), módulos de unión al calcio 

(ConA y EF), proteínas de la superficie celular (SprB_repeat), módulo de unión a 

carbohidratos (CBM), módulo de unión a galactosa (Galactose-bd), módulo implicado en 

la adhesión celular (Invasin) y módulos en la región C-terminal (Pept1/Pep2 y PSS).  
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Figura 4.2. Relaciones filogenéticas entre secuencias de enzimas fucoidanasas pertenecientes a la familia GH107 (CAZy) y arquitectura modular de dichas 
secuencias. En negrita se indican las secuencias de referencia que han sido expresadas y caracterizadas hasta el momento. Los números y letras iniciales 
corresponden al número de acceso en la base de datos GenBank del NCBI. El árbol fue construido a partir del alineamiento de los módulos catalíticos (268 
aminoácidos), mediante el método de máxima verosimilitud, aplicando el modelo WAG+G y validado por el algoritmo Neighbor-joining. Se indican los valores 
de bootstrap > 60 % (100 replicas). En el margen derecho se indica la arquitectura modular (obtenidos mediante InterProScan) de las enzimas que han sido 
caracterizadas. S: péptido señal, SprB_repeat: dominio proteína de la superficie celular (IPR025667), GH107: módulo catalítico, Ig R1/R2/R3: dominio de 
inmunoglobulina (IPR013783), Pept1/Pep2: módulo C-terminal asociado con peptidasas (IPR007280), EF1/EF2: EF-hand unión al calcio (IPR18247), Galactose-
bd: Galactosa binding-like (IPR008979), aβ-strain: modulo de cadenas β, CBM: módulo de unión a carbohidratos (IPR005084), PSS: módulo de secreción C-
terminal (IPR026444), Invasin: fragmento de adhesión celular (IPR008664), UNK: dominio putativo con función desconocida  y ConA: dominio Concavalina A-
like (IPR013320).  
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4.2.1.4.2. Relaciones filogenéticas entre miembros de la familia GH107 y las secuencias 

identificadas 

 El análisis filogenético fue realizado a partir del alineamiento múltiple del módulo 

catalítico de 31 secuencias de enzimas fucoidanasas de la familia GH107 y 6 secuencias 

homólogas identificadas a partir de ellas. El árbol filogenético reveló la presencia de 2 

grandes agrupamientos (clusters) bien soportados (cluster A y B en Figura 4.3.). El cluster 

A contiene las mismas secuencias de referencia que el cluster A de la Figura 4.2., donde 

incluye en su mayoría miembros de la familia GH107 que no han sido caracterizados, 

además de dos de las secuencias homólogas (289547 y 163424), asignadas al phylum 

Bacteroidota. A excepción de las dos secuencias pertenecientes al género 

Psychromonas, las secuencias genómicas incluídas en este cluster pertenecen a 

organismos del mismo phylum.    

  En el segundo cluster (B) se incluyen tres de las secuencias homólogas a la familia 

GH107, 113643, 140846 y 277285, todas asignadas al phylum Plactomycetota. Las 

secuencias 113643 y 140846 formaron un pequeño cluster (83 % de identidad a nivel de 

aá), vinculado (aunque no bien soportado) a otro agrupamiento de tres miembros de la 

familia GH107 (35 – 38 % identidad), perteneciendo estas últimas enzimas a organismos 

del phylum Pseudomonadota y con posible actividad α(1→3)- en el caso de las enzimas 

de Alteromonas sp. SN-1009.   

 La secuencia 57307 resultó ser muy divergente con respecto a las enzimas de la 

familia GH107 y a las restantes secuencias homólogas identificadas en este trabajo, con 

porcentajes de identidad < 11 % a nivel de aminoácidos, lo cual se ve reflejado con su 

posición distante en el árbol como así también por el largo de la rama que la contiene. 

La presencia del dominio GH29 (descripto anteriormente), como así también su similitud 

a una secuencia putativa de una α-L-fucosidasa de N. aureliae, sumando al bajo 

porcentaje de identidad con respecto a las restante secuencias homólogas identificadas, 

sugieren su posible actividad fucosidasa. 
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Figura 4.3. Relaciones filogenéticas entre miembros de la familia GH107 y las secuencias 
identificadas por homología a partir de ellas. En negrita se indican las enzimas fucoidanasas 
GH107 que han sido caracterizadas. Las secuencias metagenómicas (mayores de 300 aá) 
identificadas en este trabajo se indican en color rojo. El árbol fue construído a partir del 
alineamiento de los módulos catalíticos (241 aminoácidos), mediante el método de máxima 
verosimilitud, aplicando el modelo WAG+G+I y validado por el algoritmo Neighbor-joining. Se 
indican los valores de bootstrap ≥ 60 % (100 replicas).  
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4.2.1.5. Análisis estructurales de las secuencias GH107 putativas 

4.2.1.5.1. Conservación de los residuos catalíticos en alineamientos múltiples 

 Se analizaron los alineamientos de la estructura primaria de las secuencias 

GH107 que han sido caracterizadas (en negrita Figura 4.3.) y las secuencias 

metagenómicas identificadas, considerando únicamente el módulo catalítico GH107. La 

secuencia 57307 al tratarse de una secuencia putativa de α-L-fucosidasas, fue excluída 

en dicho alineamiento y por lo tanto del análisis. Tampoco se consideró la secuencia 

27010, dado que se encontraba trunca con una longitud menor a 300 aá, por lo que no 

incluye completamente el módulo catalítico.  

 Se analizaron los motivos ‘RxxxxxDxWxxD’ y ‘DxxxGH’, donde el primero incluye 

al aminoácido aspartato (segunda D, indicado con una flecha violeta en la Figura 4.4.A) 

y el segundo al residuo histidina (H, indicado con una flecha azul en la Figura 4.4.B), 

ambos propuestos como residuos directamente involucrados en la actividad 

fucoidanasa y por lo tanto, altamente conservados en miembros de la familia GH107 

(Colin et al., 2006; Vickers et al., 2018). En la Figura 4.4.A se indica la sección del 

alineamiento correspondiente al primer motivo, donde no existió una estricta 

conservación entre las secuencias analizadas, aunque sí del residuo asparato. 

 

Figura 4.4. Sección del alineamiento entre enzimas caracterizadas de la familia GH107 y las 
fucoidanasas putativas identificadas. A) Se indica la conservación del motivo ‘RxxxxxDxWxxD’. 
La flecha violeta indica la posición del residuo aspartato (D) implicado en la actividad 
fucoidanasa. B) Se indica la conservación del motivo ‘DxxxGH’. La flecha azul indica la posición 
del resiudo histidina (H) implicado en la actividad fucoidanasa. 
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 En la Figura 4.4.B se indica la sección del alineamiento correspondiente al 

segundo motivo ‘DxxxGH’, donde todas las fucoidanasas putativas lo presentan, el cual 

contiene el segundo residuo implicado en la actividad fucoidanasa (señalado con una 

flecha azul). La presencia de ambos aminoácidos (D y H) constituye una evidencia de la 

posible actividad fucoidanasa de las secuencias putativas identificadas.  

 De igual manera, se analizó la conservación de los residuos propuestos como 

involucrados en el reconocimiento del sustrato (conformando el subsitio -1), cuyas 

posiciones reportadas para la enzima Fhf1 de Formosa haliotis LMG 28520 son Y142, 

N144, N266 y W364. 

 Los aminoácidos tirosina (Y) y triptofano (W), indicados para la enzima Fhf1 en 

las posiciones 142 y 364 respectivamente, se encontraron presentes en todas las 

secuencias analizadas (flecha verde y naranja respectivamente, Figura 4.5.). Al analizar 

la posición N266 de la enzima Fhf1 (flecha gris, Figura 4.5.), se observaron tres variantes 

en las secuencias, asparagina (N), glutamina (Q) y serina (S). Estos tres residuos (N, Q y 

S) corresponden a aminoácidos polares sin carga. Para el restante residuo 

potencialmente implicado en el reconocimiento del sustrato, se analizó la posición N144 

de Fhf1 (flecha amarilla, Figura 4.5.), donde se encontraron tres variantes, siendo ellas 

los aminoácidos asparagina (N), alanina (A) y serina (S). Las secuencias 113643 y 140846 

presentaron el aminoácido alanina al igual que la enzima Fda1 de Alteromonas sp. SN-

1009. Por otro lado, las secuencias 277285 y 289574, presentaron el aminoácido 

asparagina (N) al igual que 9 miembros de la familia GH107 (considerados en el 

alineamiento). Por último, la secuencia 163424, presentó el aminoácido serina, al igual 

que la enzima Mef2 de M. eckloniae, siendo una variante menos predominante. 
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Figura 4.5. Conservación de los residuos que conforman el subsitio -1. El alineamiento incluye 
a miembros de la familia GH107 y a secuencias putativas a fucoidanasas identificadas en el set 
de datos metagenómico.   

4.2.1.5.2. Análisis de modelos de la estructura tridimensional 

 El modelado de la estructura tridimensional de las secuencias identificadas 

permite evaluar el grado de similitud estructural de dichas secuencias con estructuras 

determinadas experimentalmente dentro de la familia GH107, y complementan las 

observaciones realizadas en los alineamientos multiples, específicamente en la 

determinación de conservación de los residuos implicados en la actividad fucoidanasa. 

Previo al análisis del modelado de la estructura tridimensional, se realizó la búsqueda 

de los templados para cada secuencia completa utilizando el servidor SWISS-MODEL. El 

primer templado obtenido, el cuál presentaba el mayor porcentaje de identidad y 

cobertura, fue utilizado para la predicción de la estructura tridimensional (Tabla 4.4.). A 

excepción de la secuencia 57307, los primeros templados listados en SWISS-MODEL se 

correspondían con las estructuras conocidas de enzimas pertenecientes a la familia 

GH107, con una alta cobertura (si bien bajos porcentajes de identidad) en la región del 

probable módulo catalítico. Esto constituye una nueva evidencia de la relación que 

existe entre las secuencias identificadas y estos miembros de dicha familia.  
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Tabla 4.4. Templados de las secuencias homólogas a miembros de la familia GH107 obtenidos 

a partir del servidor SWISS-MODEL.  

Secuencia 
Código 
PDB* Templado % identidad 

Rango de 
cobertura 

113643 6DNS Alpha-1,4-endofucoidanase (MfFcnA9) 33,81 88 – 377 

140846 6DLH Alpha-1,4-endofucoidanase (MfFcnA4) 34,55 94 – 383 

163424  6M8N P5AFcnA 46,07 197 – 561 

277285 6DLH Alpha-1,4-endofucoidanase (MfFcnA4) 28,25 32 – 263 

289547 6M8N P5AFcnA 44,82 198 – 571 

*Código de acceso a la base de datos Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/)  

 En tres secuencias (113643, 140846 y 277285), todas asignadas al phylum 

Planctomycetota, el primer templado sugerido por la herramienta SWISS-MODEL fue la 

estructura de la enzima FcnA de M. fucanivorans SWT5 en dos de sus variantes (PDB: 

6DNS y 6DLH, Vickers et al., 2018), con porcentajes de identidad > 28 %. Estas 

estructuras consisten en dos formas truncas de la enzima FcnA, donde MfFcnA4 incluye 

Gln29-Ser734 (el módulo GH107 y tres dominios Ig-R) y MfFcnA9 a los residuos Gln29-

Asp623 (con el módulo GH107 y dos dominios Ig-R). El análisis de la estructura 

multidominio de las secuencias identificadas en el set de datos metagenómico (sección 

4.2.1.2.) mostró que las mismas no contenían dominios Ig-R, por lo que sólo la región 

del módulo GH107 putativo podrá ser modelada en esta herramienta. Las secuencias 

163424 y 289547, asignadas al phylum Bacteroidota, presentaron como primer 

templado sugerido a la estructura de la enzima fucoidanasa P5AFcnA (PDB: 6M8N) de 

Psychromonas sp. SW5A (Vickers et al., 2018). Esta enzima comparte porcentajes de 

identidad más altos (44 – 46 %) con dichas secuencias, y sólo contiene el módulo GH107. 

A modo de comparación, las secuencias de las enzimas FcnA y P5AFcnA comparten un 

12 % de identidad a nivel de aminoácidos, lo cual refleja un alto grado de divergencia 

entre ellas.  

 Para la determinación general de la calidad del modelo obtenido en SWISS-

MODEL se consideraron dos parámetros de calidad del modelo: GMQE y Z-QMEAN. El 

modelo de la secuencia 113643 generado por la herramienta SWISS-MODEL utilizando 

la estructura 6DNS (MfFcnA9) como templado, presentó valores de GMQE y Z-QMEAN 

de 0,36 y -4,24, respectivamente, por lo que el modelo obtenido representa una baja 

calidad (Figura 4.6.A.). Dado que los porcentajes de identidad observados en las 
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secuencias 113643 y 140846 con respecto a las estructuras conocidas resultaron bajos, 

y en consecuencia la calidad de los modelos fue pobre, se analizó el modelo generado 

utilizando la herramienta AlphaFold2 para el modelado tridimensional de la región del 

módulo catalítico GH107 putativo de dichas secuencias. El modelo generado en 

AlphaFold2 mostró una alta calidad, con bajos valores en el gráfico PAE y altos valores 

de pLDDT (Figura 4.6.B.). Se compararon los dos modelos generados a partir del módulo 

catalítico putativo de la secuencia 113643, con las herramientas SWISS-MODEL y 

AlphaFold2 utilizando la herramienta UCSF Chimera. En primer lugar se calcularon los 

valores de RMSD al superponer ambos modelos, y los valores obtenidos se discriminaron 

en el modelo colorando los residuos basados en los valores de RMSD obtenidos. Si bien 

pueden observarse importantes diferencias entre los modelos generados con las 

herramientas SWISS-MODEL y AlphaFold2, los mismos mostraron una mayor similitud 

en la región del sitio activo, con valores menores de RSMD mostrados en color azul 

(Figura 4.6.C.). Aquellos residuos que presentaron valores altos de RSMD se indican en 

color rojo, mientras que en amarillo se muestran los residuos que no fueron modelados 

en SWISS-MODEL y por lo tanto carecen de valor de RSMD (Figura 4.6.C.). 
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Figura 4.6. Modelado tridimensional de la secuencia 113643. A) modelo superpuesto a la 
estructura de la enzima MfFcnA9 (PDB: 6DNS, en rosa, sin los dominios Ig R). Izquierda, modelo 
obtenido por SWISS-MODEL (en color celeste), derecha, obtenido en AlphaFold2 (Rank1, en 
color azul). B) Estimadores de calidad del modelo generado en AlphaFold2. Izquierda, gráfico 
PAE del modelo con Rank1, derecha, gráfico de pDDT predicho por posición para los cinco 
modelos generados. C) Comparación de los modelos generados en SWISS-MODEL y AlphaFold2. 
El modelo generado en AlphaFold2 se observa coloreado en base a su diferencia con el modelo 
generado en SWISS-MODEL, de acuerdo a los valores de RMSD por residuo (Å, azul a rojo). En 
color amarillo se muestran los residuos faltantes en el modelo generado por SWISS-MODEL, y 
por lo tanto sin información de RMSD por residuo.  

 A partir del modelado obtenido mediante Alphafold2 para la secuencia 113643, 

se observó la conservación de los residuos propuestos como implicados en la catálisis 

(Figura 4.7.). Este análisis complementa los resultados indicados en las Figuras 4.4. y 
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4.5., donde se observó la conservación de los residuos catalíticos a partir del 

alineamiento múltiple con secuencias de referencia. 

 

Figura 4.7. Identificacióm de los residuos implicados en la catálisis en el modelo obtenido para 
la secuencia 113643 mediante Alphafold2. Los residuos propuestos como implicados en la 
catálisis enzimática son D244 y H289, mientras que los cuatro residuos restantes conforman el 
substio -1. Las numeraciones corresponden a las presentes en la secuencia 113643. 

 En las estructuras 6DNS y 6DLH se identificaron sitios de unión al Ca2+ en los 

módulos catalíticos GH107. Mediante la superposición del modelo de la secuencia 

putativa 113643 obtenido por Alphafold2 y dichas estructuras, se determinó si los 

mismos se encontraban conservados en la secuencia metagenómica. En la Figura 4.8. se 

observa que en ambos casos la región de la proteína relacionada con la unión al calcio 

no se encuentra conservada en el modelo obtenido para la secuencia 113643 (en azul). 

Este es el caso del sitio de unión al Ca2+ que contienen las estructuras 6DNS (izquierda, 

en naranja) y 6M8N (derecha, en verde).  

 Debido a la similitud en la arquitectura modular entre las secuencias 140846 y 

113643, como así también, el alto porcentaje de identidad que comparten, no se realizó 

el modelo de la secuencia 140846. 
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Figura 4.8. Identificación de sitios de unión al Ca2+. A) Superposición del modelo obtenido para 
la secuencia putativa 113643 (azul) con la estructura de la enzima MfFcnA9 de M. fucanivorans 
(PDB: 6DNS) en color naranja. B)  Superposición del modelo obtenido para la secuencia putativa 
113643 (azul) con la estructura de la enzima P5AFcnA de Psychromonas sp. SW5A (PDB: 6M8N) 
en color verde. Los recuadros indican en detalle los sitios de unión al calcio, ambos ausentes en 
la secuencia modelada. Los iones calcio se indican con un círculo rojo. 

 La secuencia 163424 fue modelada utilizando la estructura de la enzima P5AFcnA 

(PDB: 6M8N) como templado, con la cual comparte un porcentaje de identidad de 46,07 

% (Figura 4.9.). Los valores de los parámetros de calidad del modelo fueron 0,46 para 

GMQE y -2,39 de Z-QMEAN. Estos resultados indican un modelo de mayor calidad con 

respecto al modelo anterior obtenido por SWISS-MODEL. En el lado izquierdo de la 

Figura 4.9. se muestra la superposición del templado utilizado y del modelo obtenido, 

mientras que en el lado derecho se indica el detalle de la conservación de los residuos 

propuestos como involucrados en la catálisis. Existieron discrepancias con respecto a 

dos aminoácidos que conforman el subsitio -1 correspondiendo dichos residuos a S303 

y Q385 de la secuencia modelada (en celeste, Figura 4.9.). Se pudo observar que la 

región que incluye al sitio de unión al calcio en la estructura de P5AFcnA (círculo rojo, 
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Figura 4.9.), se encontraba en el modelo obtenido para la secuencia 163624, por lo que 

es posible que posea dicho sitio. 

 

Figura 4.9. Modelado tridimensional de la secuencia 163424 (celeste) obtenido a partir de 
SWISS-MODEL. Izquierda: Superposicón del modelo obtenido con la estructura 6M8N (magenta) 
de la enzima P5AFcnA. Derecha: identificación de los residuos implicados en la catálisis y en el 
reconocimiento del sustrato. El ión calcio se indica en color rojo. 

 Al igual que en el caso anterior, la secuencia 289547 fue modelada 

tridimensionalmente (en amarillo, Figura 4.10.) a partir de la estructura 6M8N de la 

enzima P5AFcnA (magenta, Figura 4.10.), presentando un porcentaje de identidad de 

44,82 %. Los valores de los parámetros de calidad del modelo fueron 0,40 para GMQE y 

-2,09 de Z-QMEAN. Estos resultados sugieren un modelo de calidad media para la 

secuencia 289547, como así también un ajuste aceptable con respecto a la estructura 

de la enzima P5FcnA. Con respecto a la conservación de los residuos implicados en la 

catálisis, se observó conservación de todos los residuos en el modelo de la secuencia 

289547 (en amarillo del lado derecho, Figura 4.10.). Por otro lado, se pudo observar que 

la región que incluye al sitio de unión al calcio en la estructura de P5AFcnA (círculo rojo, 

Figura 4.10.), se encontraba en el modelo obtenido para la secuencia putativa, por lo 

que es posible que posea dicho sitio. 
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Figura 4.10. Modelado tridimensional de la secuencia 289547 (amarillo) obtenido a partir de 
SWISS-MODEL. Izquierda: Superposicón del modelo obtenido con la estructura 6M8N (magenta) 
de la enzima P5AFcnA. Derecha: identificación de los residuos implicados en la catálisis y en el 
reconocimiento del sustrato. El ión calcio se indica en color rojo. 

 Al existir un limitado número de estructuras de miembros de la familia GH107 

determinadas experimentalmente, y el bajo porcentaje de identidad que comparten con 

las secuencias identificadas en el set de datos metagenómico, la estrategia de modelado 

de la estructura tridimensional mediante el uso de un templado resultó en modelos que 

presentaron bajos a moderados valores de parámetros de calidad. Es posible que otras 

estructuras aún no disponibles puedan presentan un mejor ajuste, como por ejemplo la 

de las enzimas GH107 más cercanas a las secuencias identificadas. El modelo de la 

estructura tridimensional utilizando la herramienta AlphaFold2 resultó en un modelo 

con índices de calidad elevados, que resultaron de utilidad tanto para determinar la 

estructura multidominio como la posible estructura tridimensional del módulo catalítico 

GH107 putativo. 

4.2.1.6. Contexto genómico de las secuencias putativas de fucoidanasas  

 El contexto genómico de las secuencias homólogas a enzimas de la familia GH107 

brindan una nueva evidencia de la posible función de las secuencias identificadas, en 

base al principio “culpable por asociación” (guilty by association, Oliver, 2000). Este 

enfoque puede sugerir la función ó funciones de la secuencia a caracterizar, a partir de 

la función que presentan los genes adyacentes.  

 Los fragmentos ensamblados que contienen a los genes identificados fueron 

anotados funcionalmente y curados manualmente a fin de evaluar cuales podrían ser 
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las funciones de las secuencias presentes en cercanía de las secuencias codificantes de 

fucoidanasas putativas. En particular, se evaluó si las secuencias contenidas en los 

scaffolds analizados podrían estar relacionadas con la asimilación de fucoidanos. Estos 

procesos generalmente involucran enzimas asociadas a la despolimerización de los 

fucoidanos, transportadores de los productos de degradación, como así también 

reguladores transcripcionales, los cuales pueden estar codificados en clusters de genes.  

 Se observó la presencia de numerosas secuencias codificantes de enzimas 

sulfatasas (flecha azul en Figura 4.11.), principalmente en scaffolds que pertenecerían a 

organismos del phylum Plactomycetota. Los genes que codifican para dichas enzimas se 

encontraron próximos a la secuencia identificada como homóloga a la familia GH107 

(flecha verde en Figura 4.11.). En el scaffold 10782, que contiene la secuencia 140846, 

se identificaron cinco secuencias putativas de enzimas sulfatasas, una secuencia 

putativa a una α-L-fucosidasa (flecha color violeta en Figura 4.11.), como así también, 

una secuencia que codificaría para una enzima fucoidanasa homóloga a miembros de la 

familia GH168 (secuencia 140843, flecha roja).  
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Figura 4.11. Contexto genómico de los scaffolds a los que pertenecen las secuencias putativas de fucoidanasas de la familia GH107. La proteína codificada 
por las distintas secuencias se indica con flechas de colores. Blanco: proteínas hipóteticas, azul: sulfatasa, verde: fucoidanasa putativa GH107, amarillo: 
acetilasas, turquesa: hidrolasa putativa, rosa: elemento transportador, negro: factor transcripcional, marrón: región β-helice, violeta: α-L-fucosidasa, rojo: 
fucoidanasa putativa GH168 y gris: otras enzimas no relacionadas con la degradación de fucoidanos.  
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4.2.1.7. Sintenia compartida  

 El análisis de sintenia compartida mostró una muy limitada conservación del orden de los genes en los fragmentos metagenómicos que 

pertenecerían al phylum Planctomycetota y el fragmento genómico de Planctomycetes bacterium CA13. Se observó cierto grado de conservación 

en las secuencias que codificarían para enzimas sulfatasas (flecha azul, Figura 4.12.), con porcentajes de identidad a nivel de nucleótidos entre 

70 y 87 %.  

 

Figura 4.12. Sintenia compartida entre los scaffolds a los que pertenecen las secuencias putativas de fucoidanasas de la familia GH107 y una región del 
fragmento del genoma de Planctomycetes bacterium CA13. La proteína codificada por las distintas secuencias se indica con flechas de colores. Blanco: 
proteínas hipóteticas, azul: sulfatasa, verde: fucoidanasa putativa GH107, amarillo: acetilasas, turquesa: hidrolasa putativa, rosa: elemento transportador, 
negro: factor transcripcional, marrón: región β-helice, violeta: α-L-fucosidasa, rojo: fucoidanasa putativa GH168 y gris: otras enzimas no relacionadas con la 
degradación de fucoidanos.  
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4.2.1.8. Predicción de la solubilidad en E. coli 

 La solubilidad de las proteínas expresadas es un requisito esencial para futuros 

estudios funcionales y estructurales. En la Tabla 4.5. se detallan las predicciones de 

solubilidad de las secuencias homólogas a miembros de la familia GH107, las cuales 

fueron obtenidas a partir de tres servidores (Soluprot, CamSol y SOLpro).  

 Cuatro de las secuencias (113643, 140846, 163424 y 277285) presentaron 

prediciones de solubilidad positiva, es decir, una alta probabilidad de obtener la proteína 

en forma soluble. Se observó lo contrario en las predicciones de solubilidad de las 

secuencia 57307, donde los valores obtenidos no superan el umbral de solubilidad 

positiva. 

Tabla 4.5. Determinaciones de solubilidad de las secuencias metagenómicas homólogas a 

miembros de la familia GH107. Se utilizaron tres servidores para la predicción de la solubilidad. 

La letra (S) indica solubilidad de la proteína.  

Secuencia Soluprot CamSol SOLpro 

57307 0,47 0,15 0,64 

113643 6,80 (S) 7,30 (S) 0,71 (S) 

140846 5,61 (S) 1,05 (S) 6,91 (S) 

163424 6,40 (S) -1,08 0,89 (S) 

277285 7,30 (S) 9,05 (S) 0,58 (S) 

 Las diferencias observadas entre los valores obtenidos para una misma secuencia 

en los distintos servidores se deben a que los mismos aplican distintos algoritmos para 

las determinaciones (sección 2.1.4.5. de Materiales y Métodos). La predicción de 

solubilidad in silico resulta en una herramienta útil para evaluar la probabilidad de 

obtener una proteína soluble luego de su expresión heteróloga. Sin embargo, no 

necesariamente se corresponde con los resultados obtenidos luego en el laboratorio. 

4.2.1.9. Selección de secuencias para su expresión heteróloga 

 Para la selección de secuencias a expresar de forma heteróloga se tuvieron en 

cuenta diversos aspectos, entre ellos: secuencias completas y que representen la 

diversidad observada, secuencias con múltiples evidencias sobre su posible actividad 

fucoidanasa (dominios y contexto genómico), como así también, aspectos relacionados 
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con su solubilidad, lo cual resulta de gran relevancia en la etapa de expresión heteróloga. 

En este contexto fueron seleccionadas las secuencias 57307, 113643, 277285 y 163424. 

A pesar de las múltiples evidencias de la posible actividad fucosidasa de la secuencia 

57307, resulta interesante su expresión y posterior comparación de actividad enzimática 

con respecto a las tres restantes secuencias con posible actividad fucoidanasa. 

4.2.2. Familia GH168  

4.2.2.1. Identificación de secuencias homólogas a miembros de la familia GH168 

 La familia GH168 fue creada en el año 2020, contando actualmente con sólo una 

enzima caracterizada, FunA de W. fucanilytica CZ1127, y ninguna estructura 

determinada experimentalmente. Se aplicaron tres estrategias para la búsqueda de 

secuencias homólogas a enzimas de la familia GH168. En primer lugar, se diseñó un 

HMM utilizando las secuencias incluidas en la base de datos CAZy para dicha familia (42 

secuencias en diciembre 2021) para la identificación de secuencias homólogas a enzimas 

de la familia GH168 en el set de datos metagenómico OR07. Las dos estrategias restantes 

incluyeron la búsqueda de secuencias homólogas mediante las herramientas dbCAN2 y 

CUPP.  

 A partir del HMM construído, se identificaron 22 secuencias homólogas a 

enzimas de la familia GH168, donde 4 de ellas se encontraban truncas en uno de sus 

extremos (en rojo, Tabla 4.6.). De las secuencias completas identificadas, 12 de ellas 

presentaron tamaños entre 300 y 490 aminoácidos, mientras que 6 secuencias tuvieron 

entre 500 y 1100 aá de longitud. Dado que el dominio catalítico incluye 300 aminoácidos 

aproximadamente, es posible que las secuencias identificadas con longitudes mayores 

presenten una arquitectura de multidominio.  

 Mediante las herramientas dbCAN2 y CUPP se identificaron 11 y 13 secuencias 

respectivamente (indicadas con letras a y b en Tabla 4.6.) de las ya anotadas a partir del 

HMM construído. El menor número obtenido de secuencias identificadas con respecto 

al resultado obtenido a partir del HMM se deba posiblemente a que dichas herramientas 

aplican umbrales más restrictivos en las búsquedas.  

 Los resultados obtenidos con las tres herramientas fueron evaluados a los 

efectos de eliminar secuencias inespecíficas o secuencias excesivamente divergentes. A 
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fin de evaluar a las secuencias identificadas, en primer lugar se modeló la estructura 

tridimensional utilizando la herramienta AlphaFold2, y el modelo fue posteriormente 

comparado con el modelo de la enzima FunA (depositada en la base de datos de 

AlphaFold2) mediante el servidor Dali. Se consideraron sólo aquellas identificaciones 

con valores del parámetro Dali Z > 20. 

Tabla 4.6. Secuencias identificadas en la biblioteca metagenómica homólogas a miembros de 

la familia GH168 (CAZy). En rojo se indican las secuencias parciales y en negro las completas.  

Secuencia 
Longitud 

(aá) 
Scaffold 

Longitud del 
scaffold (pb) 

Coordenadas de la 
secuencia 

110136a, b 381 Scaffold-6594_S1 35.005 (-)5462-6607 

111028a, b 183 

Scaffold-6632_S1 28.972 

(-)15739-16290 

111029b 944 (-)16300-17808 

111031a, b 378 (-)21034-22170 

169931b 101 Scaffold-10444_S1 37.259 (-)10971-11276 

17483a, b 400 Scaffold-669_S1 20.934 (+)18963-20165 

224488a, b 403 Scaffold-23831_S1 5.173 (+)1165-2376 

234750a, b 399 Scaffold-27849_S1 28.975 (-)7433-8632 

23838a, b 174 Scaffold-960_S1 42.655 (+)20165-20689 

311218a, b 358 Scaffold-107267_S1 2.193 (-)658-1734 

342719a 388 Scaffold-288757_S1 3.325 (+)1717-2883 

44404b 1057 Scaffold-2391_S1 15.156 (+)1-3174 

85624a, b 385 Scaffold-5674_S1 33.784 (+)7183-8340 

140843a, b 413 Scaffold-10782_S2 35.308 (+)30127-31368 

158528 544 

Scaffold-16874_S2 29.841 

(-)21828-23462 

158531 563 (-)26673-28364 

158527 548 (-)20008-21654 

317700 392 Scaffold-124335_S1 2.187 (+)483-1661 

269024 680 Scaffold-187977_S2 23.160 (-)19632-21674 

151858 623 Scaffold-14216_S2 40.180 (-)6781-8652 

239223 468 Scaffold-29893_S1 4.576 (-)2749-4155 

244362 442 Scaffold-32505_S1 9.531 (+)1076-2404 

          a Secuencias identificadas por dbCAN2 
            b Secuencias identificadas por CUPP 

 Los resultados de la comparación de los modelados de las secuencias putativas 

GH168 (AlphaFold2) y el modelo de la enzima FunA en el servidor Dali con Z > 20 se 

indican en la Tabla 4.7. En todos los casos, el número de residuos alineados fue cercano 

a 300 aminoácidos (lali, Tabla 4.7.) cuya longitud resulta similar a la del módulo 

propuesto como catalítico en enzimas de la familia GH168. Los porcentajes de identidad 
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bajos a intermedios (< 66 % a nivel de aminoácidos) sugieren un cierto grado de 

divergencia con respecto a la única enzima caracterizada de la familia GH168.  

Tabla 4.7. Comparación estructural del modelado tridimensional de las secuencias putativas a 

enzimas de la familia GH168 contra el modelo estructural de la enzima FunA utilizando el 

servidor Dali. Dali Z: puntuación de Dali, RMSD: desviación de la media cuadrática, Lali: número 

de residuos alineados, Nres: número total de residuos, %id: identidad de secuencia. 

Secuencia Dali Z RMSD Lali Nres %id 

110136 41,1 2,1 339 358 31 

111031 41,8 11,5 350 378 30 

140843 36,2 5,7 349 390 31 

17483 54,7 6,7 392 400 53 

224488 57,6 6,3 398 403 66 

234750 54,8 8,7 393 399 52 

311218 31,4 4,6 314 388 23 

342719 28,0 2,7 314 388 23 

44404 36,9 3,6 348 1057 30 

85624 42,2 11,1 357 385 29 

15828 26,8 3,0 304 511 16 

317700 23,2 3,7 285 366 14 

269024 26,1 12,1 333 680 15 

151858 25,6 3,6 322 623 16 

158531 26,8 13,3 334 563 15 

158527 23,1 10,2 325 548 15 

239223 22,7 5,0 316 468 15 

244362 20,3 5,5 302 442 12 

 

4.2.2.2. Identificación de dominios conservados y péptido señal en secuencias completas 

GH168 putativas 

 La presencia del módulo catalítico GH168 putativo fue identificado a partir de las 

tres herramientas anteriormente mencionadas: el perfil HMM, CUPP y dbCAN2. En la 

mayoría de las secuencias identificadas, el dominio GH168 putativo se encontraba 

próximo al extremo N-terminal. En las secuencias 44404 y 151858 (Figura 4.13.), el 

dominio GH168 putativo se identificó próximo al extremo C-terminal. En ambos casos 

las longitudes de los posibles módulos catalíticos fueron entre 245 y 375 aminoácidos.  

 El péptido señal fue identificado en las 18 secuencias completas y presentó 

longitudes entre 16 y 58 residuos. Los dominios conservados fueron identificados 
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mediante la plataforma InterProScan utilizando la base de datos Pfam. Las secuencias 

putativas que presentaron longitudes mayores a 500 aminoácidos contenían dominios 

adicionales (Figura 4.13.). La secuencia 44404 (1057 aá) presentó un dominio Beta_helix 

(PF132229) cercano al extremo N-terminal. Las tres secuencias identificadas en el 

scaffold 16874 (158527, 158528 y 158531) presentaron una arquitectura similar con 

variaciones en el número de dominios HemolysinCabind (PF00356) en la región C-

terminal. Dicho dominio incluye proteínas de unión al calcio.   

 La secuencia 269024 (680 aá) presentó el dominio Big_7 (PF17957) adyacente al 

dominio GH168 putativo, el cuál representa un dominio similar a Ig-like presente en 

enzimas glucósido hidrolasas. Por otro lado, el dominio PPC (PF041151) fue identificado 

en la secuencia 151858 (623 aá) próximo al extremo N-terminal. De acuerdo a la 

información presente en el servidor Pfam, dicho dominio se encuentra comúnmente en 

la región C-terminal de enzimas proteasas de bacterias marinas con funciones aún 

desconocidas.   
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Figura 4.13. Dominios identificados en las secuencias homólogas a fucoidanasas de la familia 
GH168. Los dominios de color gris, negro y naranja fueron identificados a partir de la estructura 
primaria mediante InterProScan utilizando la base de datos Pfam. S (amarillo): péptido señal, 
GH168 (azul): módulo catalítico putativo, PF132229 (naranja): dominio Beta_helix, PF00356 
(gris): módulo HemolysinCabind, PF17957 (verde): módulo Big_7, PF041151 (negro): dominio 
bacterial pre-peptidase C-terminal (PPC).  

4.2.2.3. Posibles hospedadores de las secuencias identificadas 

 La asignación taxonómica de las secuencias completas identificadas fue realizada 

utilizando el programa MEGAN. La asignación fue establecida tanto en la secuencia 

como en el scaffold que la contiene, ambos a nivel de aminoácidos (Tabla 4.8.).  
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Tabla 4.8. Asignaciones taxonómicas de las secuencias homólogas a la familia GH168 y del 

scaffold al que pertenecen. 

Nombre secuencia_Scaffold Secuencia Scaffold 

110136_Scaffold-6594_S1 Bacteria 85 % Bacteria, 15 % Plactomycetota 

111031_Scaffold-6632_S1 Planctomycetota 60 % Bacteria, 40 % Planctomycetota  

17483_Scaffold-669_S1 Planctomycetota 
44 % Bacteria, 38 % Planctomycetota, 18 
% Pseudomonadota 

224488_Scaffold-23831_S1 Bacteroidota 100 % Bacteroidota 

234750_Scaffold-27849_S1 Planctomycetota 71 % Planctomycetota, 29 % Bacteria 

311218_Scaffold-107267_S1 Planctomycetota * 

342719_Scaffold-288757_S1 Bacteria 100 % Bacteria 

44404_Scaffold-2391_S1 Planctomycetota 66,6 % Plactomycetota, 33,4 % Bacteria 

85624_Scaffold-5674_S1 Bacteria 70 % Planctomycetota, 30 % Bacteria 

140843_Scaffold-10782_S2 Planctomycetota 52 % Planctomycetota, 48 % Bacteria 

158528_Scaffold-16874_S2 

Actinomycetota 100 % Actinomycetota 158531_Scaffold-16874_S2 

158527_Scaffold-16874_S2 

317700_Scaffold-124335_S1 Planctomycetota 100 % Planctomycetota 

269024_Scaffold-187977_S2 Actinomycetota 100 % Actinomycetota 

151858_Scaffold-14216_S2 Actinomycetota 86 % Actinomycetota, 14 % Bacteria 

239223_Scaffold-29893_S1 Bacteria 100 % Bacteria 

244362_Scaffold-32505_S1 Bacteria 100 % Bacteria 
* Scaffold sin asignar taxonómicamente, tamaño < a 3 Kb. 

 Un 38,8 % de las secuencias identificadas pertenecerían a organismos del phylum 

Planctomycetota, mientras que un 16,6 % a organismos del phylum Actinomycetota 

(Tabla 4.8.). Para las asignaciones taxonómicas a nivel de scaffold, fue indicado el 

porcentaje de las secuencias codificantes de dicho scaffold asignadas a los distinta phyla. 

Se observó un alto porcentaje de secuencias asignadas al dominio Bacteria, sugiriendo 

que las secuencias de la base de datos nr de NCBI incluídas en el análisis pertenecerían 

a distintos phyla, por lo que el algoritmo LCA definió la asignación taxonómica a nivel de 

dominio. Aún así, se observó pocas asignaciones a diferentes phyla entre las secuencias 

GH168 y los scaffolds.  

 Con respecto a las secuencias más cercanas de la base de datos nr del NCBI 

(realizado en septiembre de 2022), la mayoría compartieron porcentajes de identidad 

intermedios a altos (a nivel de aminoácidos) mayores al 57 % (Tabla 4.9.). Las secuencias 

342719, 269024, 151858, 239223 y 244362 compartieron porcentajes de identidad 

bajos con respecto a secuencias conocidas y depositadas en la base de datos, por lo que 
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fueron las secuencias más divergentes. La mayoría de las secuencias identificadas 

utilizando el algoritmo blastp fueron secuencias de genomas ensamblados a partir de 

metagenomas (MAGs), por lo tanto provenientes de organismos no cultivados. Solo dos 

organismos han sido cultivados, Aureliella helgolandensis y Rhodopirellula sp. SWK7. 

 La mayoría de las asignaciones taxonómicas de las secuencias metagenómicas se 

correspondieron con el grupo taxonómico al cual pertenece el organismo aislado que 

contiene la secuencia más cercana (Tablas 4.8. y 4.9.).  

 

 



4. Identificación de secuencias putativas de fucoidanasas 

Página 152 de 249 
 

 Los phyla a los que pertenecieron las secuencias más similares depositadas en GenBank fueron Planctomycetota, Verrucomicrobiota, 

Bacteroidota y Actinomycetota.  

Tabla 4.9. Resultados de la comparación, mediante el algoritmo blastp, de las fucoidanasas putativas, contra la base de datos de proteínas no redundante 

del NCBI.  

Secuencia Proteína 
No. Acceso 
GenBank 

Organismo Phylum 
% 

identidad 
% 

cobertura 

110136 MAG: hypothetical protein MBK1855505 Verrucomicrobiaceae bacterium 5K15 Verrucomicrobiota 85,7 % 99 % 

111031 MAG: hypothetical protein MBL9189657 Opitutaceae bacterium Verrucomicrobiota 72,7 % 100 % 

17483 hypothetical protein QDV25809 Aureliella helgolandensis Planctomycetota 85,5 % 100 % 

224488 hypothetical protein AXE80_10055 ANW97495 Wenyingzhuangia fucanilytica Bacteroidota 74,0 %, 91 % 

234750 putative glycoside hydrolase WP_231690833 Aureliella helgolandensis Planctomycetota 88,4 % 82 % 

311218 putative glycoside hydrolase WP_009100252 Rhodopirellula sp. SWK7 Planctomycetota 84,0 % 100 % 

342719 MAG: putative glycoside hydrolase MCX6943081 Verrucomicrobiota bacterium Verrucomicrobiota 31,2 % 88 % 

44404 
MAG: right-handed parallel beta-helix repeat-containing 
protein 

MCP4197573 Pseudomonadota bacterium Pseudomonadota 88,9 % 67 % 

85624 MAG: hypothetical protein HIJ54253 Planctomycetota bacterium Planctomycetota 75,1 % 62 % 

140843 putative glycoside hydrolase WP_231690878 Aureliella helgolandensis Planctomycetota 76,7 % 88 % 

158528 MAG: calcium binding-protein MCA0251376 Actinomycetes bacterium Actinomycetota 59,6 % 20 % 

158531 MAG: hypothetical protein MBA2594600 Gammaproteobacteria bacterium Pseudomonadota 61,5 % 16 % 

158527 MAG: hypothetical protein MCA1697317 Actinomycetes bacterium Actinomycetota 58,4 % 20 % 

317700 MAG: hypothetical protein MBL6764337 Verrucomicrobiaceae bacterium Verrucomicrobiota 57,1 % 95 % 

269024 MAG: hypothetical protein MCU1451267 Acidimicrobiales bacterium Actinomycetota 43,9 % 56 % 

151858 MAG: hypothetical protein PZN27342 Pseudomonadota bacterium Pseudomonadota 42,7 % 27 % 

239223 MAG: hypothetical protein TMG89321 Betaproteobacteria bacterium Pseudomonadota 39,3 % 32 % 

244362 MAG: hypothetical protein TMH91973 Betaproteobacteria bacterium Pseudomonadota 33,8 % 96 % 
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4.2.2.4. Análisis filogenéticos de las secuencias GH168 putativas 

 El análisis filogenético fue realizado a partir del alineamiento múltiple de las 

secuencias de los módulos catalíticos de la familia GH168 y de las secuencias putativas 

de fucoidanasas de la familia GH168 identificadas en el metagenoma OR07. 

 El árbol filogenético reveló la presencia de dos agrupamientos (clusters), que 

contienen secuencias metagenómicas (en rojo, Figura 4.14.) y secuencias de referencia 

(en negro, Figura 4.14.), que comparten pocentajes de identidad a nivel de aminoácidos 

bajos a altos (entre 23 y 82 %). La secuencia metagenómica más cercana a FunA (en 

negrita Figura 4.14.) fue 224488, con un porcentaje de identidad de 72 %. Dicha 

secuencia metagenómica forma un subcluster con la secuencia de la enzima FunA junto 

con otra secuencia de referencia proveniente de la misma especie. Ocho secuencias 

metagenómicas no agruparon con las secuencias de referencia.  

 En particular, cuatro secuencias putativas (269024, 158528, 158527 y 158531) 

conformaron un pequeño cluster bien soportado (Cluster 3, Figura 4.14.), siendo las 

secuencias putativas más divergentes con respecto a las restantes secuencias 

metagenómicas y a las secuencias de referencia. Dichas secuencias compartieron 

porcentajes de identidad ≤ 11 % (a nivel de aá) con respecto a la enzima FunA y 

pertenecerían a organismos del phylum Actinomycetota. 
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Figura 4.14. Árbol filogenético entre las secuencias pertenecientes a la familia GH168 y las 
identificadas a partir de ellas por homología. En negrita se indica la única secuencia que ha sido 
expresada y caracterizada hasta el momento (FunA). Las secuencias metagenómicas 
identificadas se indican en rojo. El árbol fue construido a partir del alineamiento de los módulos 
catalíticos (288 aminoácidos), mediante el método de máxima verosimilitud, aplicando el 
modelo WAG+G+I. Se indican los valores de bootstrap > 60 % (100 replicas). La flecha azul indica 
las secuencias seleccionadas para su síntesis génica y expresión heteróloga. 
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4.2.2.5. Análisis estructurales de las secuencias GH168 putativas 

4.2.2.5.1. Conservación de los residuos catalíticos en alineamientos múltiples 

 Se analizó el alineamiento que incluyó las secuencias metagenómicas 

identificadas y las secuencias de referencia utilizadas para su identificación. A partir de 

la única enzima caracterizada, se ha propuesto que un residuo de asparato (D206 de 

FunA) y un aminoácido de ácido glutámico (E264 en FunA) resultarían críticos para la 

actividad fucoidanasa (Shen et al., 2020). La presencia de dichos residuos fue evaluada 

en las secuencias metagenómicas a partir de la visualización del alineamiento múltiple. 

En la Figura 4.15. se indica la sección del alineamiento que contiene a cada uno de los 

residuos. 

 Todas las secuencias metagenómicas presentaron los residuos propuestos como 

responsables de la actividad fucoidanasa: aspartato (D206 en FunA) y ácido glutámico 

(E264 en FunA). La conservación de ambos residuos constituye una evidencia de la 

posible actividad de las secuencias identificadas. 
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Figura 4.15. Alineamiento del 
módulo catalítico entre las 
secuencias putativas de 
fucoidanasas de la familia GH168 
y las secuencias de referencia. A 
la izquierda se indica la posición 
del residuo ácido aspártico (D) en 
la posición 206 de la enzima FunA 
del organismo W. fucanilytica 
CZ1127 (ANW96599). A la 
derecha se indica la posición del 
residuo ácido glutámico (E) en la 
posición 264 de la enzima FunA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.2.5.2. Modelado de la estructura tridimensional 

 Hasta el momento, no existen en la base de datos PDB estructuras 

tridimensionales determinadas experimentalmente de enzimas fucoidanasas que 

conforman la familia GH168. El modelo de la única enzima caracterizada (FunA de W. 

fucanilytica CZ1127, Shen et al., 2020) se encuentra depositado en el sitio AlphaFold2 
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(https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/A0A1B1Y779). Esta familia presenta como potencial 

estructura a un plegado (β/α)8 (http://www.cazy.org/GH168.html), predicha a partir su 

modelado (Figura 4.16.). Además de este dominio, puede observarse un pequeño 

dominio con un plegado de tipo lámina beta antiparalela en el extremo C-terminal 

(marcado con un rectángulo negro en la Figura 4.16.).  

 

 

 

Figura 4.16. Modelo estructural de la 
enzima FunA. El rectángulo negro indica 
el dominio con un plegado de tipo lámina 
beta antipararela en el extremo C-
terminal. 

 

 

 Este dominio también se observa en los modelos de las secuencias 

metagenómicas generados en AlphaFold2 (rectángulo negro, Figura 4.17.). Las 

estructuras tridimensionales obtenidas complementan los resultados de la arquitectura 

modular descipta anteriormente (sección 4.2.2.2., Figura 4.13.). En la Figura 4.17., los 

modelos obtenidos se indican en el modo rainbow (azul a rojo, N- a C-terminal).
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Figura 4.17. Modelado tridimensional mediante AlphaFold2 de las secuencias putativas a fucoidanasas de la familia GH168. Los modelos fueron visualizados 
en UCSF Chimera utilizando el modo rainbow (azul a rojo, N- a C-terminal). El rectángulo negro indica el dominio con un plegado de tipo lámina beta 
antipararela en el extremo C-terminal ó próximo al mismo. 
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4.2.2.6. Determinación del contexto genómico de las secuencias GH168 putativas 

 A partir de la anotación funcional de las secuencias codificantes predichas en el 

scaffold que contiene a las secuencias putativas, se evaluó la presencia de genes 

potencialmente involucrados en el metabolismo y asimilación de los fucoidanos. Se 

identificaron genes relacionados en el contexto genómico de los scaffolds 6594, 6632, 

669, 23831, 27849, 5674 y 10782 (Tabla 4.10.). La mayoría de los genes más lejanos a la 

secuencia putativa correspondieron a proteínas hipotéticas, mientras que los genes 

próximos correspondieron a genes que codificarían para enzimas sulfatasas o 

fucosidasas. Tal como se ha indicado anteriormente, el scaffold 10782 además de 

contener genes que codificarían para enzimas sulfatasas y fucosidasas, presenta 

secuencias putativas de enzimas fucoidanasas pertenecientes a ambas familias (GH107 

y GH168). 

Tabla 4.10. Genes relacionados al metabolismo de fucoidanos identificados próximos a la 

secuencia putativa de fucoidanasas de la familia GH168.  

Scaffold Sulfatasas α-L-fucosidasas Secuencia putativa GH168 

Secuencia 

putativa 

GH107 

Scaffold-6594_S1 3  1 (110136)  

Scaffold-6632_S1 1 2 3 (11028, 11029 y 11031)  

Scaffold-669_S1  1 1 (17483)  

Scaffold-23831_S1 1  1 (224488)  

Scaffold-27849_S1 1  1 (234750)  

Scaffold-107267_S1   1 (311218)  

Scaffold-288757_S1   1 (342719)  

Scaffold-2391_S1   1 (44404)  

Scaffold-5647_S1 1  1 (85624)  

Scaffold-10782_S2 5 1 1 (140843) 1 (140846) 

Scaffold-16874_S2   3 (158527, 158527, 158531)  

Scaffold-124335_S1   1 (317700)  

Scaffold-187977_S2   1 (268024)  

Scaffold-14216_S2   1 (151858)  

Scaffold-29893_S1   1 (239223)  

Scaffold-32505_S1   1 (244362)  

4.2.2.7. Predicción de la solubilidad en E. coli 

 Las predicciones de solubilidad para las secuencias putativas a enzimas de la 

familia GH168 se indican en la Tabla 4.11. Las determinaciones fueron obtenidas a partir 

de tres servidores (Soluprot, CamSol y SOLpro). Nueve secuencias resultaron ser 
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potencialmente solubles en E. coli (en negrita, Tabla 4.11.), coincidiendo dicho resultado 

en los tres servidores aplicados. Para las restantes secuencias existieron discrepancias 

en los resultados obtenidos por lo que no se puede concluir acerca de su posible 

solubilidad.   

Tabla 4.11. Predicción de solubilidad de las secuencias metagenómicas homólogas a 

fucoidanasas de la familia GH168. Se utilizaron tres servidores para las predicciones de 

solubilidad. La determinación de proteína soluble se indica con (S). Las secuencias indicadas en 

negrita presentan alta probabilidad de ser solubles a ser expresadas en E. coli.  

Secuencia Soluprot CamSol SOLprot 

110136_Scaffold-6594_S1 0,64 (S) 0,81 (S) 0,66 (S) 

111031_Scaffold-6632_S1 0,50 (S) 0,56 (S) 0,76 (S) 

17483_Scaffold-669_S1 0,36 0,45 0,55 (S) 

224488_Scaffold-23831_S1 0,52 (S) 0,61 (S) 0,58 (S) 

234750_Scaffold-27849_S1 0,37 0,47 0,53 (S) 

311218_Scaffold-107267_S1 0,28 0,77 (S) 0,67 (S) 

342719_Scaffold-288757_S1 0,28 1,06 (S) 0,58 (S) 

44404_Scaffold-2391_S1 0,39 0,25 0,87 (S) 

85624_Scaffold-5674_S1 0,70 (S) 0,83 (S) 0,67 (S) 

140843_Scaffold-10782_S2 0,55 (S) 0,76 (S) 0,55 (S) 

158528_Scaffold-16874_S2 0,53 (S) 1,44 (S) 0,55 (S) 

158531_Scaffold-16874_S2 0,55 (S) 1,03 (S) 0,59 (S) 

158527_Scaffold-16874_S2 0,42 1,23 (S) 0,58 (S) 

317700_Scaffold-124335_S1 0,57 (S) 1,91 (S) 0,83 (S) 

269024_Scaffold-187977_S2 0,53 (S) 1,12 (S) 0,64 (S) 

151858_Scaffold-14216_S2 0,49 0,34 0,72 (S) 

239223_Scaffold-29893_S1 0,44 0,86 (S) 0,57 (S) 

244362_Scaffold-32505_S1 0,48 1,11 (S) 0,61 (S) 

 

4.2.2.8. Selección de secuencias para su síntesis génica y expresión heteróloga  

 A diferencia de las secuencias identificadas a partir de enzimas de la familia 

GH107, cuyos genes fueron amplificados y clonados, en este caso las secuencias 

seleccionadas fueron sintetizadas para su posterior expresión heteróloga. Esto 
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constituye una línea de investigación a desarrollar a futuro. Para la selección de 

secuencias a sintetizar se tuvieron en cuenta diversos aspectos, entre ellos: secuencias 

completas con arquitectura multidominio simple, y que representen la diversidad 

encontrada. Además, se evaluaron evidencias de su posible actividad fucoidanasa y su 

alta probabilidad de ser solubles en E. coli. 

 Las secuencias seleccionadas fueron 110136, 140843, 158528 y 317700 

(indicadas con una flecha azul en la Figura 4.14.). Las mismas comparten bajos 

porcentajes de identidad (< 31 % a nivel de aminoácidos) con respecto a la enzima FunA 

y pertenecerían a phyla en los que no se han caracterizado enzimas fucoidanasas 

(Planctomycetota y Actinomycetota).  

 Resulta de especial interés la secuencia 140843 y el scaffold-10782 que la 

contiene, dado que en su contexto genómico fueron identificadas secuencias putativas 

de enzimas fucoidanasas de ambas familias (Figura 4.11.), como así también secuencias 

con potencial actividad relacionada al metabolismo de fucoidanos, incluyendo α-L-

fucosidasas (una secuencia) y sulfatasas (cinco secuencias).  

4.3. DISCUSIÓN 

 Las enzimas fucoidanasas son glicósido hidrolasas que catalizan la 

despolimerización de fucoidanos mediante la escisión de enlaces internos α-(13)- ó α-

(14)- de las moléculas de fucoidanos (Tran et al., 2022). En la actualidad, las enzimas 

endo-α-(14)-L-fucoidanasas sólo han sido identificadas en miembros de la familia 

glicósido hidrolasa 107 (GH107), mientras que las endo-α-(13)-L-fucoidanasas se 

encuentran dentro de las familias GH107, GH168 y GH174 (Lombard et al., 2014; Shen 

et al., 2020; Liu et al., 2023). A diferencia de la familia GH107 (Colin et al., 2006), las 

familias GH168 y GH174 han sido recientemente descriptas (Shen et al., 2020; Liu et al., 

2023), siendo por ello que la búsqueda y análisis de secuencias homólogas a la familia 

GH168 pudo ser realizada a partir del año 2020, mientras que la identificación de 

homólogos a miembros de la familia GH174 no fue incluída en este trabajo de tesis 

doctoral dada su más reciente creación. Esta es una limitación en el uso del set de datos 

genómicos o metagenómicos para la identificación de secuencias, donde no es posible 

identificar familias completamente nuevas de enzimas, lo cual requiere de la utilización 
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de metodologías funcionales (Lozada y Dionisi, 2015). Las familias CAZy GH107 y GH168 

contienen pocos miembros, cuando son comparadas con otras familias de GH, y aún no 

han sido estudiadas en detalle. Además, es poco lo que se conoce sobre los 

microorganismos marinos que contienen dichas enzimas, y las rutas que utilizan para la 

asimilación de estos compuestos.   

 Debido a la imposibilidad de cultivar la mayoría de los microorganismos marinos, 

resulta indispensable el uso de estrategias metagenómicas para acceder al potencial 

metabólico de los microorganismos aún no cultivables ó de difícil cultivo (Oulas et al., 

2015). En el laboratorio de Microbiología Ambiental, se construyó un set de datos 

metagenómicos, que consitió en el clonado de fragmentos de ADN proveniente de una 

muestra de sedimento intermareal de Bahía Ushuaia en fósmidos (Loviso et al., 2015; 

Giubert et al., 2016). El set de datos fue generado a partir de la secuenciación al azar de 

los fósmidos de la biblioteca metagenómica, eliminándose previo al ensamblado las 

lecturas que contenían secuencias del vector (Guibert et al., 2012; Loviso et al., 2015). 

Si bien la estrategia más comúnmente utilizada es la secuenciación al azar de ADN 

purificado de la muestra ambiental sin su previo clonado, esta biblioteca metagenómica 

había sido construída en el año 2010, previo al acceso de tecnologías de secuenciación 

en gran escala. Dada la gran diversidad de las comunidades microbianas que habitan en 

los sedimentos, consideradas similares a las de suelos, la secuenciación al azar directa 

resultó en fragmentos ensamblados de muy corto tamaño, con una mayoría de 

secuencias parciales (Espínola et al., 2018). En cambio, al secuenciar la biblioteca 

metagenómica el ensamblado resultó en fragmentos de mayor tamaño con una mayoría 

de secuencias completas (Calderoli et al., 2018; Dionisi et al., 2023; Galván et al., 2023). 

Es importante notar, sin embargo, que el clonado y posterior secuenciación de los 

fósmidos de la biblioteca resultó en una pérdida de diversidad y probablemente ha 

introducido desvíos sobre la comunidad microbiana del sedimento muestreado. 

 A fin de identificar secuencias putativas de enzimas fucoidanasas en dicho set de 

datos, se utilizó una estrategia basada en la búsqueda de secuencias homólogas a 

miembros de las familias GH107 y GH168, incluyendo secuencias distantes por medio 

de la construcción de HMMs y la utilización de herramientas para la anotación de 

CAZymes (Zhang et al., 2018; Barrett et al., 2020). Se generaron alineamientos múltiples 
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a partir de las secuencias de enzimas fucoidanasas pertenecientes a las familias CAZy 

mencionadas, los que subsecuentemente fueron usados para construir perfiles HMM. 

La construcción de perfiles HMM resulta una de las herramientas más utilizadas para la 

búsqueda de secuencias homólogas distantes (Byung-Jun, 2009). Este método permitió 

la identificación de secuencias putativas de fucoidanasas a partir de esta comunidad 

microbiana, expuesta a condiciones extremas y a frecuentes depósitos de biomasa de 

algas pardas (Dionisi et al., 2011; Lozada et al., 2023). Esta estrategia permite utilizar 

sets de datos metagenómicos que han sido generados con otros fines. Sin embargo, las 

principales limitaciones se encuentran relacionadas a los pocos estudios existentes 

sobre enzimas fucoidanasas y más aún al reducido número de enzimas caracterizadas 

(Cao et al., 2018; Qiu et al., 2022). 

 Es esperable que la calidad de un modelo HMM se encuentre significativamente 

influenciada por el alineamiento múltiple inicial, tal como se ha discutido anteriormente 

en otros trabajos (Sonnhammer et al., 1998; Gacesa et al., 2018; Kamble et al., 2018), 

viéndose afectado en mayor grado cuando las secuencias utilizadas resultan muy 

divergentes. Una de las principales limitaciones es la necesidad de contar con una 

diversidad de secuencias de las familias analizadas que permita construir modelos 

estadísticos robustos a partir del alineamiento múltiple de las secuencias. En este 

contexto, ambos perfiles construídos pudieron haber resultado poco abarcativos debido 

al bajo número de secuencias que lo definieron, dando lugar a una subestimación de la 

diversidad real de secuencias homólogas presentes en el set de datos. El número de 

secuencias de enzimas fucoidanasas para ambas familias resulta extremadamente bajo 

cuando se compara con el número de secuencias que contienen otras familias GH, 

donde la mayoría de ellas (aproximadamente un 70 %) contienen más de 500 secuencias 

(Drula et al., 2022).  

 Se realizaron una serie de análisis in silico, tanto de las secuencias homólogas de 

enzimas fucoidanasas identificadas en el set de datos metagenómico, como de los 

fragmentos ensamblados donde fueron identificadas. Uno de los análisis realizados fue 

la asignación taxonómica de las secuencias, a fin de obtener información sobre el posible 

grupo taxonómico al cual pertenecerían los microorganismos que contienen las 

secuencias identificadas. Las bacterias que degradan los polisacáridos de algas son 
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actores clave en el ciclado del carbono, en particular en los ambientes costeros, a partir 

del reciclaje del carbono fijado por las algas (Martin et al., 2015; Shen et al., 2020). Se 

ha reportado que parte de la biomasa generada por las macroalgas es enterrada en 

sedimentos (Arnosti, 2014; Krause-Jensen et al., 2018), lo cual resulta en una importante 

fuente de carbono para los microorganismos allí presentes. En este contexto, resulta 

esperable que las enzimas fucoidanasas sean abundantes en los microorganismos que 

habitan en los ambientes costeros con alta biomasa de algas pardas, en particular en los 

sedimentos. Los principales phyla bacterianos asociados a macroalgas son Bacteroidota, 

Pseudomonadota, seguido por Firmicutes, Actinomycetota, Verrucomicrobiota y 

Planctomycetota (Goecke et al. 2013, Sichert et al., 2020; Lu et al., 2023). Estos reportes 

son consistentes con aquellos obtenidos en el análisis de la estructura de la comunidad 

microbiana de la muestra OR07 a partir de la cual se construyó la biblioteca 

metagenómica, donde se obtuvieron las siguientes abundancias relativas en dichos 

grupos taxonómicos (basado en la secuenciación de fragmentos del gen ARNr 16S): 

42,06 % Pseudomonadota, 19,02 % Bacteroidota, 14,55 % Actinomycetota, 10,13 % 

bacteria (sin asignar), 6,63 % Acidobacteriota, 4,23 % Planctomycetota y 1,80 % 

Verrucomicrobiota (Lozada, M. comunicación personal).  

 Los organismos pertenecientes a la familia Flavobacteriaceae (phylum 

Bacteroidota), son considerados especialistas en la degradación de distintos 

polisacáridos de algas, mediante el uso de diversas enzimas activas sobre carbohidratos 

complejos (Zhang et al., 2019). Sin embargo, la mayoría de las secuencias identificadas 

en este trabajo de tesis pertenecerían a organismos del phylum Planctomycetota. Este 

phylum resulta de especial interés dado su rol clave en distintos procesos de los ciclos 

biogeoquímicos, tales como la oxidación anaeróbica de amonio, oxidación del metano y 

en la participación en el ciclado del carbono mediante la degradación de carbohidratos 

complejos presentes en sedimentos marinos (Glöckner et al., 2003; Rusch, 2007). Estos 

organismos forman parte del superphylum PVC, que incluye a los phyla 

Planctomycetota, Verrucomicrobiota, Chlamydiota, Omnitrophota y Auribacterota 

entre otros (Wagner y Horn, 2006; Parks et al., 2022). Hasta el momento no se ha 

reportado la caracterización de enzimas fucoidanasas pertenecientes a organismos del 

superphylum PVC. Los resultados de este capítulo muestran que bacterias del phylum 
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Planctomycetota con el potencial para degradar fucoidanos se encuentran presentes en 

los sedimentos intermareales de Bahía Ushuia, donde los fucoidanos podrían 

representar una fuente de carbono y energía para dichos organismos. Por otro lado, 

parte de las secuencias homólogas a miembros de la familia GH168, fueron asignadas a 

bacterias del phylum Actinomycetota, grupo taxonómico en el que tampoco se han 

caracterizado enzimas fucoidanasas.  

 Las asignaciones taxonómicas se realizaron a nivel de phylum dado que la calidad 

de la predicción depende directamente de la calidad de la base de datos utilizada, la cual 

suele estar sesgada a determinados grupos de microorganismos de más fácil cultivo o 

de interés médico. Por lo tanto, los genomas de especies novedosas ó aún no cultivadas, 

no estarían bien representados en las base de datos de referencia (Sharma et al., 2012). 

Sin embargo, el incremento en la disponibilidad de genomas generados por métodos 

independientes del cultivo (por ejemplo MAGs: metagenome-assembled genomes) esta 

disminuyendo dicho sesgo. De igual manera, la base de datos CAZy esta incorporando 

secuencias de organismos no cultivados, si bien las mismas resultan minoritarias. Una 

situación similar ocurre en las anotaciones funcionales de los fragmentos genómicos que 

contienen a las secuencias identificadas, donde la asignación de la función de los genes 

se encuentra determinada por homología de secuencias con respecto a genes ya 

conocidos (Hunter et al., 2012; Kim et al., 2013). Los genes novedosos podrían no 

presentar una anotación funcional correcta o bien, haber sido anotados como proteínas 

hipotéticas. Particularmente en el caso de los genes implicados en el metabolismo de 

los fucoidanos, los clusters de genes involucrados no han sido completamente 

caracterizados, siendo probable que la mayoría de los genes aún sean desconocidos.    

 La identificación del péptido señal sugiere que la proteína es secretada al 

periplasma o al exterior de la célula, característica que resulta necesaria para la 

degradación de las moléculas de fucoidano, constituyendo una evidencia de la posible 

actividad fucoidanasa. Dado que no existen dominios específicos de enzimas 

fucoidanasas definidos en base de datos como InterPro o CDD (Conserved Domain 

Database del NCBI), se realizó la identificación de los dominios presentes en la 

estructura primaria de las secuencias putativas y en su estructura tridimensional. Estos 

resultados, además de brindar evidencias de la posible función de las secuencias 
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putativas, también complementan la información obtenida a partir de las asignaciones 

taxonómicas. Por ejemplo, en dos secuencias putativas de enzimas GH107 se identificó 

el dominio SHD1, el cuál es similar al subdominio HSS que se encuentra frecuentemente 

en miembros del superphylum PVC (Ferrelli et al., 2023). Por otro lado, en la secuencia 

putativa 163424 se predijó la presencia del módulo PSS, el cual constituye un sistema de 

secreción C-terminal característico de bacterias del phylum Bacteroidota (Zueva et al., 

2020; Vuillemin et al., 2020). El mismo ha sido encontrado en dicha región en varias 

enzimas fucoidanasas de la familia GH107, entre ellos: Mef2, FcnA, FWf1, FWf2, Fwf3, 

Fwf4, Fhf1 y FFA2 (Zueva et al., 2020) todas ellas pertenecientes a organismos del 

phylum Bacteroiodota. Otro de los dominios identificados en la región C-terminal fue un 

posible CBM en la secuencia 289547. Los CBM se han encontrado en secuencias de 

enzimas fucoidanasas aunque no se considera que este implicado directamente con la 

actividad catalítica (Tran et al., 2022).   

 Las secuencias homólogas a miembros de la familia GH168 con longitudes 

mayores a 500 aminoácidos también presentaron una arquitectura de multidominio. En 

las secuencias 158527, 158528 y 158531, todas contenidas dentro del scaffold 17864, 

se observaron entre 2 y 3 dominios de proteínas de adhesión celular dependientes de 

calcio (HemolysinCabind) cercanos la región C-terminal (Sanchez-Magraner et al., 2007). 

Si bien, se han reportado dominios de unión al Ca2+ en enzimas de la familia GH107 

(Vickers et al., 2018; Schultz-Johansen et al., 2018), no asi en la única enzima 

caracterizada de la familia GH168 (Shen et al., 2020). Por otro lado, se identificaron 

dominios que podrían estar relacionados al tipo de plegamiento (β/α)8 barril 

(AlphaFold2, A0A1B1Y779) que adoptan las enzimas de la familia GH168. El primero 

llamado Beta_helix forma parte de una superfamilia de proteínas que contienen una 

hélice beta (Jenkins et al., 1998), mientras que el segundo, llamado PPC comúnmente 

encontrado en la región C-terminal, en la secuencia 151858 se observó próximo al 

extremo N-terminal y consiste en un dominio del tipo β sandwich (Huang et al., 2017). 

El dominio Big_7 (Bacterial Ig domain), identificado en la secuencia 269024 

(probablemente perteneciente a un organismo del phylum Actinomycetota), representa 

un dominio similar a Ig-like presente en otras enzimas glicósido hidrolasas (Pfam: 

PF17957).  
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 Los análisis filogenéticos, realizados bajo el principio de máxima verosimilitud 

considerando sólo la región correspondiente al módulo catalítico, revelaron una gran 

diversidad en las secuencias identificadas a pesar del bajo número de secuencias 

identificadas. Tanto en el caso de las enzimas fucoidanasas putativas a la familia GH107 

como GH168, se observó la presencia de secuencias en múltiples clados, lo cual muestra 

la diversidad existente dentro de las secuencias que conforman dichas familias (Zueva 

et al., 2020; Zhu et al., 2021; Shen et al., 2020). En el caso de la familia GH107, la mayoría 

de las secuencias identificadas estuvieron más cercanamente relacionadas con sólo tres 

secuencias de la familia. En el caso de la familia GH168, se identificó un mayor número 

de secuencias con distintos grados de distancia a las secuencias de referencia, por lo que 

fue necesario realizar un análisis estructural detallado para su inclusión como GH168 

putativa. El análisis filogenético mostró que la diversidad de secuencias incluidas luego 

de este análisis excedió a la diversidad contenida en la familia CAZy. 

  A fin de aportar evidencias sobre la posible función de las secuencias homólogas 

a ambas familias identificadas en el set de datos metagenómico, se aplicó un enfoque in 

silico basado en el análisis de los fragmentos ensamblados a fin de identificar genes 

cercanos relacionados con la degradación de fucoidanos. Dada la estructura variable de 

los fucoidanos, se requiere de la acción de varias enzimas con diferentes especificidades 

durante el proceso de despolimerización (Zueva et al., 2020). Además, es posible que 

los organismos contengan enzimas para la despolimerización de fucoidanos de distintas 

especies. Es por esto que resulta esperable que los microorganismos presenten un 

sistema especializado de degradación que incluya varias enzimas fucoidanasas, 

fucosidasas y sulfatasas, y genes relacionados con el transporte de los productos 

resultantes de la degradación y su procesamiento dentro de la célula (Zhu et al., 2021; 

Zueva et al., 2020). Los genes que codifican para enzimas sulfatasas fueron abundantes 

en el contexto genómico de las secuencias putativas de fucoidanasas en ambas familias. 

Sin embargo, no se observó un patrón de organización génica conservado entre los 

fragmentos genómicos que contienen las secuencias de fucoidanasas putativas. Se 

observó que los genes putativos de enzimas sulfatasas se encontraban mayormente en 

fragmentos genómicos que pertenecerían a organismos del phylum Planctomycetota. 

Este resultado es consistente con los numerosos reportes sobre el alto número de 
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enzimas sulfatasas y su alta diversidad en el genoma de organismos del superphylum 

PVC (Vliet et al., 2019).  Un claro ejemplo es el del organismo marino R. baltica SH1, 

donde se han identificado 110 genes de enzimas sulfatasas (Glockner et al., 2003). 

Recientemente se identificaron 284 enzimas putativas activas sobre fucoidanos, 

incluídas cuatro secuencias que codificarían para enzimas fucoidanasas de la familia 

GH107, en el genoma del microorganismo Lentimonas sp. CC4, perteneciente al phylum 

Verrucomicrobiota (Sichert et al., 2020).  

 Las enzimas fucoidanasas, al igual que otras enzimas glicósido hidrolasas que 

actúan mediante un mecanismo de retención, requieren de un residuo ácido/base 

(aceptor o donante de protones), y un residuo que actúe como nucleófilo para su 

actividad catalítica (Voung et al., 2010). Estos residuos proporcionan grupos reactivos 

que promueven la catálisis (Holliday et al., 2019). La histidina es el residuo catalítico con 

función ácido/base más común de esta clase, encontrándose en segundo lugar el 

aminoácido aspartato (Holliday et al., 2019). En las enzimas fucoidanasas pertenecientes 

a la familia GH107, se ha propuesto que el aminoácido histidina actúa como ácido/base 

mientras que el residuo de aspartato actúa como nucleófilo (Vickers et al., 2018). En 

miembros de la familia GH168 aún no se han identificado los residuos que actuarían 

como nucleófilo y como ácido/base, si bien estudios de mutaciones puntuales realizados 

por Shen y colaboradores (2020) indicaron que los residuos de D206 y E264 en FunA son 

críticos para la actividad enzimática.  

 En enzimas de la familia GH107, la conservación de los cuatro residuos que 

conforman el subsitio -1 (implicados en el reconocimiento del sustrato), resulta aún 

complejo, dado que la diversidad identificada en uno de los residuos ha sido relacionada 

con la especificidad de enlace α(1→3)- ó α(1→4)- (Tran et al., 2022), sin embargo dicha 

hipótesis aún carece de robustez debido al escaso conocimiento sobre la relación entre 

la estructura y la función en enzimas de esta familia.  

 El modelado de la estructura tridimensional de las secuencias identificadas 

también proporciona información sobre la posible función de dicha enzima, incluyendo 

la estructura del módulo catalítico compatible con la familia en estudio. Además, 

permite determinar el grado de conservación de los residuos catalíticos propuestos, de 

forma más precisa que el alineamiento de secuencias, donde la presencia de gaps en el 
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alineamiento puede afectar dicho análisis. La predicción de la estructura fue realizada 

mediante similitud de secuencias (ó modelado comparativo) con estructuras 

previamente conocidas y depositadas en la base de datos PDB ó en AlphaFold2. Este 

último realiza predicciones de la estructura tridimensional mediante algoritmos basados 

en Deep learning (Jumper et al., 2021). El análisis de los modelos obtenidos indican una 

característica común, los mismos abarcaron la región correspondiente al módulo 

propuesto como catalítico, con una longitud promedio de 300 aminoácidos (Colin et al., 

2006; Cao et al., 2018; Vickers et al., 2018; Shen et al., 2020; Zueva et al., 2020). En dicha 

región fueron identificados los residuos propuestos como catalíticos y aquellos 

implicados en el reconocimiento del sustrato (en el caso de secuencias homólogas a 

miembros de la familia GH107). Este análisis permitió además identificar con mayor 

precisión la compleja arquitectura multidominio presente en algunas de las secuencias 

identificadas. 

 Los resultados obtenidos a partir de las distintas evidencias fueron considerados 

para la selección de secuencias a expresar de forma heteróloga, donde se priorizó la 

selección de secuencias que presenten bajo porcentaje de identidad con secuencias ya 

conocidas y que pertenezcan a organismos para los que no se han caracterizado enzimas 

fucoidanasas, como así también que contengan en su contexto genómico genes 

asociados al metabolismo de los fucoidanos y que sean potencialmente solubles en E. 

coli. En este contexto, cuatro secuencias homólogas a miembros de cada familia fueron 

seleccionadas para su expresión heteróloga. Dado que la familia GH168 constituye una 

familia de CAZymes de muy reciente formación, las secuencias seleccionadas serán 

analizadas en posteriores estudios no incluidos en esta tesis. 
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5.1. INTRODUCCIÓN 

 La expresión heteróloga de genes en E. coli a menudo constituye el primer paso 

para la caracterización de enzimas con potencial interés biotecnológico (Wolf y 

Ninnemann, 1995). La producción de una proteína recombinante requiere de una serie 

de pasos integrados que inician con la amplificación o síntesis del gen de interés, su 

clonado en un vector de expresión, la transformación del microorganismo huésped 

seleccionado con dicha construcción y la inducción de la expresión del gen para 

finalmente obtener el producto de interés mediante su purificación (Francis y Page, 

2010). Por lo general, en dichas etapas suelen presentarse dificultades que pueden 

afectar tanto el nivel de expresión como el grado de solubilidad y actividad de la proteína 

expresada, por lo que resulta necesario una etapa de optimización de los pasos 

individuales del proceso (Kim et al., 2020). 

 Bajo condiciones de sobre-expresión, la proteína recombinante puede 

producirse en forma soluble o encontrarse en la fracción insoluble (como cuerpos de 

inclusión). Durante la producción de la proteína puede ocurrir un incorrecto 

plegamiento provocando su agregación y acumulación, dificultando su posterior 

purificación (Pelliza et al., 2018). Dentro de los factores que más influyen en el nivel de 

expresión y en la solubilidad es el uso de codones del organismo (Gustafsson et al., 2004; 

Siddhartha Sankar et al., 2016). Aunque el código genético es redundante, los codones 

sinónimos para el mismo aminoácido no se utilizan con la misma frecuencia en los 

distintos genomas. Esto puede minimizarse por medio de la selección de un huésped 

adecuado para la expresión de la proteína de interés, en donde no existan grandes 

discrepancias con respecto al uso de codones. Por otro lado, se han diseñado diversas 

cepas de E. coli para mejorar la expresión de proteínas que contienen codones poco 

frecuentes en el huésped (Fathi-Roudsari et al., 2016). Dichas cepas han sido utilizadas 

para sobre-expresar enzimas fucoidanasas, favoreciendo el plegamiento y la solubilidad 

de las proteínas (Silchenko et al., 2016). Alternativamente, el uso de codones del gen 

puede ser cambiado a través de su optimización y síntesis (Gustafsson et al., 2004). 

 Dentro de las dificultades reportadas en el proceso de expresión heteróloga de 

enzimas fucoidanasas, además de la formación de cuerpos de inclusión (Schultz-

Johansen et al., 2018; Colin et al., 2006), se encuentran: el bajo rendimiento de la 
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proteína de interés debido a degradaciones espontáneas (Cao et al., 2018) y baja pureza 

de la proteína purificada (Cao et al., 2018). Se han aplicado diversas estrategias para 

resolver estos problemas, entre ellas, el aumento de la estabilidad de la proteína 

heteróloga a partir del truncado de determinados dominios. Esta estrategia fue aplicada 

en las enzimas FcnA, Fda1 y Fda2, donde en la primera se eliminó la región C-terminal y 

en las dos restantes el dominio LamG, dado que no formaban parte del dominio 

catalítico GH107 (Cao et al., 2018). Modificaciones en los parámetros de crecimiento e 

inducción y en las condiciones de lisis celular, son algunos de las otras condiciones que 

han sido optimizadas para favorecer la solubilidad de la proteína de interés y evitar la 

formación de cuerpos de inclusión. Sin embargo, dichas modificaciones no han sido 

efectivas en la expresión heteróloga de tres enzimas fucoidanasas, donde la estrategia 

aplicada se basó en el aislamiento y solubilización de los cuerpos de inclusión (Schultz-

Johansen et al., 2018). El proceso de obtención de una proteína activa a partir de 

cuerpos de inclusión suele ser laborioso y los rendimientos son a menudo muy bajos 

(Singh et al., 2015). Es por esto, que prevenir esta etapa y optimizar todos los 

parámetros involucrados en el proceso de expresión resulta ser más conveniente.  

 En este capítulo se describen los resultados del clonado de genes que codificarían 

para enzimas fucoidanasas que fueron identificados en un set de datos metagenómico, 

como así también su expresión bajo diferentes estrategias a los efectos de obtener la 

mayor proporción de enzima soluble. A su vez, las enzimas expresadas bajo las 

condiciones previamente optimizadas, fueron purificadas mediante cromatografía de 

afinidad, dializadas y concentradas.  

5.2. RESULTADOS 

5.2.1. Amplificación de genes putativos de fucoidanasas y clonado de los mismos en el 

plásmido de expresión 

5.2.1.1. Diseño de cebadores y amplificación de los genes de interés  

 Los cuatro genes seleccionados, en base a los análisis in silico de sus secuencias 

deducidas de aminoácidos (Capítulo 4), fueron amplificados a partir de ADN fosmidíco 

de los clones de la biblioteca metagenómica. Para ello, en primer lugar se eliminó la 

región correspondiente al péptido señal de cada secuencia nucleotídica, y a partir de las 
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secuencias obtenidas se diseñaron los cuatro pares de cebadores. Los criterios utilizados 

para el diseño de los cebadores se detallan en la sección 2.8.2. (Capítulo 2). Brevemente, 

se tuvieron en cuenta las restricciones recomendadas de longitud, temperatura de 

hibridación y estructura secundaria. Además, se adicionaron en el extremo 5’ secuencias 

para el reconocimiento de las enzimas de restricción a utilizar para el clonado en el 

vector de expresión y un fragmento adicional de cuatro nucleótidos a fin de garantizar 

un corte eficiente de las endonucleasas. Las secuencias de los cebadores fueron 

comparadas contra el set de datos OR07 completo, a fin de evaluar si existiría en la 

biblioteca otras posibles secuencias blanco que podrían generar productos de 

amplificación inespecíficos, obteniéndose resultados negativos. Sin embargo, es 

importante notar que dicho set de datos no contiene las secuencias completas de todos 

los fósmidos de la biblioteca, por lo que aún podrían existir secuencias complementarias 

a los cebadores en la misma sin ser detectadas en este análisis.  

 Los oligonucleótidos diseñados fueron sintetizados y utilizados como cebadores 

en reacciones de amplificación por PCR. El templado utilizado consistió en ADN 

fosmidíco proveniente de la biblioteca metagenómica la cual se encuentra constituída 

por 352 grupos de clones (con 100 clones aproximadamente cada grupo), los cuales 

fueron agrupados en dos mitades para su secuenciación y ensamblado de forma 

independiente (muestras S1 y S2). Para la amplificación, se contó con seis subgrupos de 

clones, tres conteniendo los clones de S1 y tres conteniendo los clones de S2. Las 

secuencias de interés fueron identificadas en los fragmentos ensamblados de S1 ó S2. 

De acuerdo a esta información, se seleccionaron los tres subgrupos de clones de la 

muestra correspondiente para ser evaluados como posibles templados, dado que no es 

posible conocer cuál de los tres subgrupos de la muestra contiene el gen. En 

consecuencia, cada reacción de amplificación utilizó como templado 1/6 de los clones 

de la biblioteca metagenómica, siendo aproximadamente 250.000 genes. 

 Solo uno de los subgrupos presentó un resultado positivo donde el tamaño 

obtenido de los productos amplificados se correspondió en cada caso con el esperado. 

El tamaño esperado fue de 1915 pb para la secuencia 163424, 1456 pb para 57307, 1153 

pb para 113643 y 1031 pb para 277282 (Figura 5.1.). Si bien se observaron 

amplificaciones inespecíficas, estas bandas presentaban otros tamaños y eran mucho 
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menos abundantes en la mezcla de amplificación. En todos los casos la banda de interés 

fue extraída del gel y purificada para luego ser utilizada en la etapa de clonado. 

 

Figura 5.1. Electroforesis en gel de las secuencias amplificadas putativas de enzimas 
fucoidanasas. Los cuatro fragmentos amplificados fueron sembrados en un gel de agarosa 1 % 
(p/v) y visualizados mediante un transiluminador de luz UV a 255 nm. M1: marcador de peso 
molecular λ HindIII, M2: Marcador de peso molecular INBIO Highway 1 kpb, M3: Marcador de 
peso molecular 100 pb Plus PB-L. A la izquierda se indica la longitud de cada fragmento del 
marcador en pares de base (pb). 

5.2.1.2. Clonado de los genes amplificados 

 Dos de los fragmentos amplificados (163424 y 57307) se clonaron directamente 

en el vector de expresión pET28-TEV (Novagen) mientras que los dos restantes fueron 

clonados primeramente en el plásmido pCRTM 4 TOPOTM (Invitrogen). Esto fue debido a 

que el clonado directo no resultó en clones positivos. Este paso adicional permitió una 

fácil selección de colonias conteniendo el gen luego de la transformación de células de 

E. coli TOP10. La identidad e integridad de las secuencias presentes en el vector de 

clonado fueron corroboradas por medio de la secuenciación del inserto utilizando los 

cebadores universales M13F y M13R-pUC(-40) cuya ubicación se encuentra indicada en 

la Figura 5.2. Una vez corroborada la direccionalidad del inserto, la presencia de los sitios 

de restricción y la secuencia del gen, se realizó el subclonado en el vector de expresión 

(pET28-TEV).  
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Figura 5.2. Mapa de restricción del vector de clonado pCRTM 4-TOPOTM con presencia del 
inserto. Las construcciones contienen dos genes de resistencia a antibióticos (Amp R y Kan R), 
un origen de replicación (pUC ori), un sitio de clonado (lacZ) y un promotor lactosa (Plac). Al 
inicio y al final del gen se encuentran las secuencias reconocidas por los cebadores utilizados en 
la etapa de secuenciación: M13R-pUc(-40) y M13F .  

 Los cuatro fragmentos amplificados (dos de ellos como productos de PCR y dos 

contenidos en el vector pCRTM 4-TOPOTM) fueron escindidos utilizando las enzimas de 

restricción incluidas en la etapa de diseño de los oligonucleótidos. Las mismas 

endonucleasas de restricción se utilizaron para escindir el vector de expresión pET28-

TEV, y luego de la ligación se obtuvieron cuatro construcciones con la configuración 

indicada en la Figura 5.3. 

 Dos clones de cada construcción fueron verificados por secuenciación 

corroborándose los siguientes elementos: a) la secuencia del promotor T7, b) la 

secuencia del sitio de unión al ribosoma (RBS), c) el condón de inicio de la traducción, d) 

la secuencia del gen, e) la etiqueta de seis histidinas (His-Tag) en el extremo N-terminal 

y f) el codón de terminación de traducción. 
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Figura 5.3. Mapa de restricción de las cuatro construcciones generadas en el vector de 
expresión pET28-TEV. Las construcciones se encuentran conformadas principalmente por los 
siguientes elementos: un operón lactosa (LacI), un origen de replicación (ori), un marcador de 
selección (Kan R), un promotor y terminador T7 (regiones reconocidas por los cebadores 
universales en la etapa de secuenciación), y el inserto correspondiente al gen que codifica para 
la enzima fucoidanasa con presencia de un His-tag en el extremo N-terminal.  

5.2.1.3. Variantes identificadas del gen 277285 

 Al secuenciar los clones de la construcción pCR 4-TOPO-277285, se observaron 

dos variantes del gen. Una de las variantes (pCR 4-TOPO-277285_1), presente en tres de 

los cuatro clones secuenciados, contenía dos cambios de base con respecto a la 

secuencia identificada en el set de datos OR07. El clon restante (pCR 4-TOPO-277285_2) 

presentó la misma secuencia que aquella identificada en los análisis in silico. Este 

polimorfismo podría tratarse de un error ocurrido en forma temprana durante la 

amplificación. Sin embargo, también es posible que ambas variantes estén presentes en 

los clones de la biblioteca metagenómica, pero que sólo una de ellas, la menos 

abundante, fue secuenciada. Los dos polimorfismos identificados dieron lugar a cambios 

en residuos aminoacídicos. El primero de ellos contiene un aminoácido polar, una 

treonina, en lugar de una isoleucina (no polar alifático), mientras que el segundo 

presenta una asparagina (polar no cargado) en lugar de un aspartato (con carga 

negativa). Con la hipótesis de que las diferencias observadas en la secuencia de 

aminoácidos podrían influenciar la expresión de esta enzima, ambas variantes fueron 

clonadas y expresadas.  
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5.2.2. Expresión heteróloga de las enzimas fucoidanasas putativas 

5.2.2.1. Optimización de la expresión heteróloga 

 Las construcciones obtenidas en el vector de expresión se emplearon para 

transformar células de E. coli BL21 (DE3). Un clon de cada transformación fue 

seleccionado para evaluar la expresión de la proteína recombinante. Se evaluaron 

distintas condiciones de expresión a los fines de seleccionar aquella que resultara en 

una mayor proporción de proteína soluble. Las condiciones evaluadas incluyeron el 

medio de cultivo, la co-expresión con chaperones moleculares y la temperatura de 

crecimiento. Cabe destacar que tres de los genes seleccionados provendrían de 

miembros de phylum Plactomycetota, mientras que el cuarto gen sería de un organismo 

del phylum Bacteroidota. 

5.2.2.1.1. Medio de cultivo y co-expresión con chaperones moleculares 

 Como primera aproximación, la sobreexpresión heteróloga se llevó a cabo con la 

construcción pET28-TEV-57307 utilizando 2 medios de cultivo: LB y 4xYT. La principal 

diferencia entre ambos medios de cultivo se encuentra en la concentración de triptona, 

donde el contenido en el medio 4xYT es tres veces más alta que la presente en el medio 

LB. Ambos medios fueron suplementados con glucosa durante la etapa del cultivo inicial 

con el fin de inhibir la transcripción basal de la proteína heteróloga que podría resultar 

tóxica. La temperatura de crecimiento e inducción del cultivo fue de 37 °C. La proteína 

codificada por el gen 57307 presenta un peso molecular esperado de 54 kDa. Fracciones 

provenientes del extracto total y del sobrenadante fueron sembradas en un SDS-PAGE, 

y se observó una banda que se corresponde con el peso molecular esperado de la 

proteína de interés (Figura 5.4., indicada con una flecha roja en las calles 57307 pET). El 

control utilizado consistió en E. coli BL21 (DE3) conteniendo el vector pET28-TEV sin 

inserto, y en las fracciones del control no se observó la banda que se correspondería con 

la proteína 57307 (calles pET, Figura 5.4.).  

 Se obtuvo una mayor proporción de enzima 57307 en el medio de cultivo 4xYT 

visualizándose la banda con una mayor intensidad (calles 57307 pET del sobrenadante, 

Figura 5.4.). Esto es debido a que el medio de cultivo 4xYT, al ser más rico que el medio 

LB, permitió alcanzar mayores densidades celulares finales (DO600nm = 10), mientras que 
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la DO600nm máxima fue de 5 en el medio LB. Por tanto, a partir del medio 4xYT se obtuvo 

una mayor densidad celular para la misma unidad de volumen. Sin embargo, al comparar 

las bandas de la proteína de interés en el extracto total y en el sobrenadante en ambos 

medios de cultivo, se puede observar que una gran proporción de la enzima resultó 

insoluble, pudiéndose encontrar bajo la forma de cuerpos de inclusión. 

 

Figura 5.4. Electroforesis SDS-PAGE de la co-expresión de la construcción pET28-TEV-57307 y 
del vector pGro en diferentes medios de cultivo (LB y 4xYT). PM: marcador de peso molecular 
expresado en kilodalton (kDa), 57307 pET: vector de expresión recombinante, 57307 pET pGro: 
vector de expresión recombinante junto con el vector que codifica chaperones. Se incluyen dos 
controles uno con el vector de expresión solo (pET) y el otro junto con el vector pGro (pET pGro). 
La banda correspondiente a la proteína de interés se indica con una flecha roja (54 kDa) y la 
banda correspondiente a la expresión de la chaperona con una flecha negra (60 kDa). Se 
sembraron 10 µL en cada calle. Los geles se tiñeron con 1 % (p/v) de azul de coomassie. 

 Por otro lado, se evaluó si la co-expresión con los chaperones moleculares 

GroEL/GroES de E. coli mejoraban la solubilidad de las proteínas de interés. La 

solubilidad de la fucoidanasa putativa 57307 expresada en E. coli BL21 (DE3) 

conteniendo los plásmidos pET28-TEV-57307 y pGro, fue evaluada en ambos medios de 

cultivo a una temperatura de crecimiento e inducción de 37 °C (Figura 5.4.). Fracciones 

provenientes del extracto total y del sobrenadante fueron sembradas en un SDS-PAGE, 

y se observó una banda que se corresponde con el peso molecular esperado de la 

proteína de interés (indicada con una flecha roja en la Figura 5.4.), como así también 

una banda que indicaría expresión de la chaperona GroEL de 60 kDa (indicado con una 

flecha negra en la Figura 5.4.). La banda correspondiente a la chaperona GroES no se 

visualiza en el gel dado que el peso molecular que presenta es bajo (10 kDa). Se observó 
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sobreexpresión en la fracción soluble de la chaperona molecular pero no del gen de 

interés, por lo que el complejo de chaperones utilizado no favorecería la solubilidad de 

la fucoidanasa putativa 57307 en las condiciones evaluadas.  

5.2.2.1.2. Temperatura 

 Se realizó la expresión de la fucoidanasa putativa 57307 en el medio de cultivo 

4xYT a distintas temperaturas, a los fines de evaluar el efecto sobre el rendimiento de 

proteína soluble. Se evaluaron temperaturas de crecimiento e inducción de 12, 21, 30 y 

37 °C. Al comparar las fracciones solubles mediante visualización en un SDS-PAGE, se 

observó que en todas las temperaturas evaluadas hubo expresión de la enzima putativa 

57307, sin embargo, la solubilidad se vió incrementada con el descenso de la 

temperatura, obteniéndose una mayor proporción bajo la condición de crecimiento a 

12 °C.  

5.2.2.1.3. Protocolo de lisis celular 

 A continuación se evaluó el efecto del protocolo de lisis, incluyendo el buffer 

utilizado, sobre la estabilidad de las proteínas. Tanto la presencia de glicerol como de 

inhibidores de proteasas (PMSF), evitaba la pérdida de la proteína de interés que se 

evidenciaba al descongelar las muestras. Por lo tanto, la composición óptima del buffer 

de lisis consistió en 100 mM Tris-HCl (pH 7,5), 500 mM NaCl, 10 % (v/v) glicerol, 0,2 mM 

PMSF y 5 mM imidazol. Por otro lado, otros factores que favorecieron la estabilidad de 

la proteína evitando su agregación fueron: incubación en hielo luego del primer ciclo de 

lisis celular en Bead-Beater y el centrifugado posterior a 4 °C. Estas condiciones fueron 

utilizadas en el resto de los experimentos de expresión.  

5.2.3. Condiciones optimizadas de expresión y de lisis celular  

 Las condiciones óptimas de expresión evaluadas utilizando la enzima putativa 

57307 fueron: crecimiento en medio de cultivo 4xYT a 12 °C, inducción a la misma 

temperatura a una DO600nm de 0,8 con 0,2 mM IPTG, y utilizando el buffer de lisis 100 

mM Tris-HCl (pH 7,5), 500 mM NaCl, 10 % (v/v) glicerol, 0,2 mM PMSF y 5 mM Imidazol. 

Las condiciones anteriormente descriptas permitieron obtener un elevado porcentaje 

de la proteína 57307 en la fracción soluble y fue aplicado para la expresión de las tres 

construcciones restantes. Las fracciones correspondientes al extracto total y al 
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sobrenadante fueron sembradas (25 µg de proteína en todas las calles) y visualizadas en 

geles SDS-PAGE (Figura 5.5.). Se observó la expresión soluble de las cuatro enzimas a 

partir de la presencia de bandas que se corresponden con el peso molecular esperado 

(señaladas con flecha negra en la Figura 5.5.) y que se encuentran ausentes en los 

controles (calles Gluc y pET). 

 

Figura 5.5. Expresión de las proteínas recombinantes analizada por SDS-PAGE.  Se sembraron 
fracciones correspondientes al extracto total y al sobrenadante de los cuatro genes expresados. 
Para el gen 277285 se sembraron ambas fracciones para las dos variantes encontradas del gen 
277285 (1 y 2). El asterisco (*) indica la calle en la que fue sembrado el marcador de peso 
molecular y los valores indicados se encuentran en kilodalton (kDa), IPTG: corresponde al clon 
que contiene el plásmido recombinante inducido con IPTG, Gluc: clon que contiene el plásmido 
recombinante en el que se añadió glucosa en lugar de inductor, pET: plásmido sin inserto. Se 
sembraron 25 µg de proteína en cada calle. Los geles se tiñeron con 1 % (p/v) de azul de 
coomassie. 
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 Al comparar la expresión de las dos variantes del gen 277285, se observó que la 

variante 277285_1 (contiene dos cambios de aminoácidos) resultó ser mayormente 

insoluble (calle 1 IPTG, Figura 5.5.). Por el contrario, la expresión de la variante 277285_2 

mostró una alta solubilidad (calle 2 IPTG, Figura 5.5.). La enzima codificada por la 

variante 2 del gen fue purificada junto con las tres enzimas restantes. 

5.2.4. Purificación 

 Las proteínas fueron purificadas mediante cromatografía de afinidad utilizando 

la resina Ni-NTA. Luego de la interacción de la resina con el sobrenadante proveniente 

de la lisis celular, se aplicaron tres lavados con el buffer 100 mM Tris-HCl pH 7,5, 500 

mM NaCl, 10 % (v/v) glicerol y 10 mM Imidazol, donde la presencia de Imidazol remueve 

uniones inespecíficas y/o débiles entre la serie de histidinas y los iones de níquel 

presentes en la resina. Posteriormente, las proteínas fueron eluídas con el buffer 100 

mM Tris-HCl pH 7,5, 500 mM NaCl, 10 % (v/v) glicerol y 300 mM Imidazol. Las fracciones 

eluídas fueron cuantificadas y la pureza de las proteínas fue analizada mediante la 

siembra (entre 3 y 0,5 µg) en un gel SDS-PAGE (Figura 5.6.). Las bandas con mayor 

intensidad observadas en las muestras de eluciones se corresponden con el peso 

molecular esperado para las cuatro enzimas. Se observó co-elución de otras proteínas 

de mayor peso molecular junto con la elución de la proteína 57307 y de menor peso 

molecular con la elución de la proteína 163424, si bien la concentración de las mismas 

resultó ser significativamente menor.  
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Figura 5.6. Purificación de las enzimas recombinantes mediante cromatografía por afinidad 
Ni-NTA. Se sembraron las fracciones correspondientes a las distintas eluciones (E1 - E4). Los 
números que se encuentran en el margen inferior corresponden a los µg sembrados en la calle. 
PM: marcador de peso molecular en kilodalton (kDa). Los geles se tiñeron con 1 % (p/v) de azul 
de coomassie. 

 En todos los casos, la mayor concentración de enzima purificada se observó en 

la primera elución (E1), obteniéndose una concentración máxima de 1,24 µg/µl en la 

expresión de la construcción pET28-TEV-113643 y un valor mínimo de 0,67 µg/µl para 

pET28-TEV-277285 (Tabla 5.1.). La enzima putativa de la construcción pET28-TEV-

277285 se encontró en mayor proporción con respecto al total de proteínas expresadas 

por E. coli BL21, correspondiendo a un 40 %. La proporción relativa de las 3 proteínas 

restantes fue entre el 27-34 % con respecto al contenido proteico total.  

Tabla 5.1. Proteína obtenida en las etapas de expresión, purificación y diálisis. 

Enzima 

Concentración 

proteína total 

(µg/µL)a 

Proteína 

totala 

(µg) 

Proteína 

purificadab 

(µg) 

Rendimiento 

post-diálisis 

(%) 

Rendimiento 

final (µg/0,2 L de 

medio de cultivo) 

57307 1,24 3100 1065 59 180 

163424 1,06 2650 720 50 125 

113643 1,48 5180 1480 53 780 

277285 0,67 2345 940 89 630 

a Valores de proteína total expresada en la fracción soluble. 
b Eluciones combinadas de la proteína purificada. 
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 Las eluciones que presentaron mayor concentración fueron combinadas (E1 + E2 

para 163424 y 57307, y E1+E2+E3 para 113643 y 277285) y posteriormente dializadas. 

En todos los casos, se obtuvo una menor concentración de proteína luego de la etapa 

de diálisis, con porcentajes de recuperación entre 50 y 89 % (Tabla 5.1.). Estos 

porcentajes podrían indicar distintos grados de precipitación de las proteínas durante el 

proceso de diálisis.  El rendimiento final resultó entre 125 y 780 µg de proteína 

expresada cada 200 mL de medio de cultivo. Luego de la etapa de concentrado por 

centrifugación se obtuvo un valor máximo de 0,6 µg/µl para la enzima 57307 y de 1 µg/µl 

para las 3 enzimas restantes. 

 Aproximadamente un tercio del total de proteínas presentes en la fracción 

soluble (barras negras, Figura 5.7.) se correspondió con los valores de proteína 

purificada. La proteína 277285 exhibió un menor grado de agregación durante la etapa 

de diálisis, donde el rendimiento final constituyó un 89 % con respecto al valor de las 

eluciones combinadas. Los valores de rendimiento más bajo con respecto a la 

concentración obtenida en las proteínas purificadas se dieron en las enzimas 57307 y 

163424.  

 

Figura 5.7. Concentración de proteínas (µg) en distintas etapas del proceso de expresión y 
purificación de las cuatro enzimas fucoidanasas. Los porcentajes indican la relación entre la 
concentración de la proteína post-diálisis (rendimiento final) con respecto a los valores de 
proteína purificada.  
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5.3. DISCUSIÓN 

 Cuatro genes de enzimas fucoidanasas putativas fueron clonados y expresados 

bajo condiciones previamente optimizadas, con el fin de generar una elevada 

producción de proteína soluble. La obtención de una proteína recombinante soluble 

resulta esencial para posteriores análisis tales como la caracterización bioquímica y 

estructural de una proteína (Francis et al., 2010). La selección de un huésped óptimo es 

uno de los primeros parámetros a tener en cuenta en el proceso de expresión. Si la 

proteína sobre-expresada proviene de un organismo filogenéticamente distante al 

huésped, es probable que existan sesgos en el uso de codones. Estas diferencias pueden 

ser un obstáculo para la producción de la proteína pudiendo provocar que durante la 

síntesis ocurra un plegamiento incorrecto provocando su agregación y acumulación bajo 

la forma de cuerpos de inclusión insolubles (Pelliza et al., 2018), influyendo 

significativamente en el rendimiento final (Francis y Page, 2010; Norkiene y Gedvilaite, 

2011). Para evitar este problema existen diversas estrategias, entre ellas la construcción 

de un “gen sintético”, la utilización de cepas específicas de E. coli que porten genes de 

ARNt para los codones raros (Kaur et al., 2018), o bien si dichas discrepancias no resultan 

ser mejoradas, la optimización de los diversos factores que afectan el nivel de expresión 

y purificación puede resultar en la obtención de una proteína soluble. 

 No siempre es posible establecer a priori la combinación óptima del vector de 

expresión y de la cepa huésped para la producción de una proteína heteróloga en E. coli 

debido a que muchas variables pueden afectar la producción y solubilidad de dicha 

proteína. En este trabajo se utilizó un sistema que generalmente resulta en altos niveles 

de expresión utilizando IPTG como agente inductor, como lo es el sistema pET, 

combinado la cepa E. coli BL21 (DE3) como huésped. Esta combinación permite obtener 

altos rendimientos de la proteína heteróloga pero también genera una alta carga 

metabólica para la célula huésped, lo que a menudo resulta en agregados de proteínas 

intracelulares (Singh et al., 2015; Schwaighoder et al., 2020). En este contexto, se 

modificaron diversos factores para maximizar el rendimiento y solubilidad de la proteína 

heteróloga. Dado que la sobre-expresión demanda una carga metabólica adicional para 

la célula huésped, dicho estrés puede contrarrestarse con la utilización de un medio de 

cultivo más rico (Kaur et al., 2018). El medio de cultivo 4xYT permitió obtener el doble 
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de densidad celular final que el medio LB. La baja proporción de peptona y levadura que 

contiene el medio LB hace que el crecimiento celular se detenga a una densidad 

relativamente baja, situación que se ve favorecida cuando ambos componentes se 

encuentran en mayor proporción, tal como sucede en la composición del medio 4xYT. 

Por otro lado, la adición de glucosa en los cultivos iniciales evita la expresión basal de la 

proteína recombinante, la cual podría resultar tóxica (Kaur et al., 2018). La glucosa es un 

represor catabólico del operón Lac, el cual se encuentra presente en la región lisógena 

de la cepa huésped utilizada (BL21).  

 La utilización del medio de cultivo más rico (4xYT) suplementado con glucosa 

para el crecimiento de los clones transformados con el vector de expresión, permitió 

obtener mayores densidades celulares que se correspondieron con una elevada 

producción de proteína, siendo gran parte insoluble. La transformación de dichos clones 

con el vector pGro (contiene genes que codifican para el complejo de chaperones 

moleculares GroEs/GroEL) y su posterior co-expresión, no evidenció una reducción 

significativa en la formación de proteína insoluble. Los chaperones moleculares actúan 

como catalizadores que evitan la agregación de los polipéptidos nacientes (Federov, 

2022). Sin embargo, un determinado tipo chaperona reconoce determinadas proteínas, 

por lo que suele ser difícil seleccionar que chaperona resulta la adecuada para la 

proteína de interés, siendo común la determinación mediante métodos de prueba y 

error (Bothmann y Pluckthun, 2001; Kamna y Sahoo, 2012). Es probable que otros 

complejos de chaperonas puedan reconocer a la proteína de interés y favorecer de esta 

manera su solubilidad.  

 La temperatura es un factor importante en los procesos metabólicos, afectando 

la velocidad de los procesos de transcripción y traducción de proteínas (Martinez-Luaces 

et al., 2006). Temperaturas de crecimiento e inducción elevadas favorece la formación 

de cuerpos de inclusión, debido a que intensifica las interacciones hidrofóbicas que 

determinan la formación de agregados insolubles (Kaur et al., 2018; Francis y Rage, 

2010). La solubilidad de la proteína 57307 sobre-expresada exhibió una evidente 

dependencia a la temperatura de crecimiento de cultivo y de inducción, en donde a 

menor temperatura (por ejemplo 12 °C), mayor era la proporción de enzima de forma 

soluble. Este resultado se corresponde con experimentos previos de expresión de otras 
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enzimas fucoidanasas, en donde se aplicaron temperaturas entre 16 y 20 °C (Silchenko 

et al., 2017; Cao et al., 2018; Schultz-Johansen et al., 2018; Vickers et al., 2018; Zueva et 

al., 2020; Zhu et al., 2021). Sin embargo, en estos trabajos se utilizaron valores de 

temperatura diferenciales entre la aplicada durante crecimiento del cultivo y en la etapa 

de inducción. El uso de una temperatura inicial más elevada que la utilizada en la 

inducción, permite obtener un cultivo a inducir en menor tiempo pero el descenso de 

temperatura aplicado podría generar una respuesta de estrés en el cultivo.  

 Las proteínas recombinantes solubles son susceptibles a la proteólisis ya sea 

antes o después de la etapa de lisis celular. La utilización de cepas de E. coli deficientes 

en proteasa, tal como lo es la cepa BL21 (DE3) como así también el uso de inhibidores 

de proteasas, minimiza la degradación de proteínas heterólogas expresadas en la cepa 

(Wingfield, 2016). Esta observación fue corroborada en este trabajo en donde la no 

utilización del inhibidor de proteasa PMSF evidenció una pérdida considerable de 

proteína. Por otro lado, la presencia de imidazol en el buffer de lisis contribuyó a la 

obtención de eluciones más puras, tal como se ha aplicado en la purificación de otras 

enzimas fucoidanasas (Silchenko et al., 2017; Cao et al., 2018; Vuillemin et al., 2020; 

Zueva et al., 2020). El agregado de imidazol en la solución del buffer de lisis permite 

maximizar la eliminación de proteínas inespecíficas ricas en histidina la etapa de 

purificación, por lo que se requieren menos pasos de lavado para la obtención de 

proteínas puras (Hochuli et al., 1988). 

  La optimización de los distintos parámetros permitieron obtener una mayor 

proporción de la proteína recombinante soluble, sin embargo, al comparar las fracciones 

correspondientes al extracto total y al sobrenadante sembradas en el SDS-PAGE para las 

cuatro expresiones, aún existía proteína expresada localizada en la fracción insoluble. 

En los casos donde existe una expresión en fase mixta (proteína heteróloga en fracción 

soluble e insoluble), se obtienen mejores rendimientos procesando el material soluble 

(descartando la fracción insoluble, “pellet”) aunque constituya una proporción menor 

de la proteína total expresada (Wingfield, 2016).  

 Características de la proteína heteróloga también influyen en el nivel de 

expresión, tal como la secuencia de aminoácidos, el peso molecular o la presencia de 

varios dominios. Las proteínas modulares o de gran tamaño (mayores a 100 kDa) no 
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suelen ser bien toleradas por E. coli, presentando una mayor tendencia a formar 

agregados insolubles y siendo propensas a la proteólisis (Vallejo y Rinas, 2004; Kaur et 

al., 2018). Hasta el momento, las enzimas fucoidanasas que han sido expresadas de 

forma heteróloga se tratan de enzimas con tamaños entre 40 y 70 kDa. Las dificultades 

con respecto a la solubilidad han sido resueltas, en algunos casos, mediante la remoción 

de determinados dominios (Cao et al., 2018). En este trabajo, las enzimas sobre-

expresadas que resultaron ser más solubles y estables fueron aquellas con menor peso 

molecular (113643 con 42 kDa y 277285 con 37 kDa) con porcentajes de recuperación 

post-diálisis entre 67 y 53 % con respecto a la proteína total purificada. Por otro lado, 

variaciones menores en la secuencia de aminoácidos afectaron en gran medida la 

solubilidad de la proteína 277285. Clones con diferencias en dos nucleótidos que dieron 

lugar a cambios en los aminoácidos codificados por dichos codones, tuvieron 

comportamientos muy diferentes durante la expresión heteróloga. La secuencia 

deducida de aminoácidos detectada en el set de datos metagenómicos (con mayor 

solubilidad) codificaba para un aspartato (D) en la posición 323, mientras que la variante 

restante contenía una asparagina (N) en dicha posición. Esta diferencia resultó en una 

proteína menos soluble, lo cual podría estar relacionado con las características del 

aminoácido aspartato, el cual contribuye significativamente a la solubilidad de las 

proteínas (Trevino et al., 2007). La solubilidad de una proteína está relacionada con la 

calidad del plegamiento, lo que influye directamente en la estructura y en la actividad 

de dicha proteína (Zhou et al., 2012). Bajo esta observación, la variante 277285_1 pudo 

haber adquirido un plegamiento incorrecto generando su acumulación bajo la forma de 

cuerpos de inclusión.  

 Las estrategias utilizadas tanto para el clonado de genes putativos de 

fucoidanasas como para su expresión heteróloga, resultaron ser adecuadas para 

obtener las proteínas de interés solubles y con alto grado de pureza, que resulta esencial 

para la caracterización de las mismas.  
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6.1. INTRODUCCIÓN 

 La caracterización enzimática implica la determinación de las propiedades físico-

químicas que presenta una enzima, dentro de las cuales se incluyen sus propiedades 

catalíticas y las condiciones óptimas para la catálisis. Hasta el momento existe un 

reducido número de estudios publicados sobre enzimas fucoidanasas caracterizadas. 

Esto se debe, en parte, a que la determinación de la actividad fucoidanasa presenta una 

gran dificultad dada la falta de un método rápido y sensible para detectar y cuantificar 

dicha actividad (Kusaykin et al., 2016). Es por esto que la determinación cuantitativa 

como así también, de los parámetros cinéticos constituyen un gran “cuello de botella” 

para su caracterización (Zhu et al., 2021). A pesar de no existir un ensayo estándar, se 

han desarrollado diferentes métodos, tal como se describe en la sección 1.2.1.4.2. del 

Capítulo 1.   

 Otro aspecto que dificulta la determinación de la actividad fucoidanasa es la gran 

diversidad estructural que presentan sus sustratos, los fucoidanos. Las enzimas 

fucoidanasas caracterizadas hasta el momento han demostrado una alta especificidad, 

donde su actividad depende no solo del enlace glicosídico entre los residuos de fucosa 

que reconocen, sino también probablemente de los patrones de ramificación y del grado 

de sustitución de grupos sulfato u otros monosacáridos (Silchenko et al., 2017; Cao et 

al., 2018; Schultz-Johansen et al., 2018; Vickers et al., 2018; Vuillemin et al., 2020; Zueva 

et al., 2020). Dadas las dificultades encontradas para estas enzimas, las evaluaciones de 

especificidad han sido realizadas mediante el uso de distintos sustratos, los cuales 

pueden ser adquiridos de forma comercial, o bien extraídos a partir de distintas especies 

de algas pardas, implicando en este último caso, un extenso proceso (Florez-Fernandez 

et al., 2020).  

 En este capítulo se describen los resultados obtenidos a partir de los ensayos de 

actividad fucoidanasa de las enzimas purificadas utilizando fucoidanos de ocho especies 

de algas pardas de la costa Patagónica argentina, como sustratos. Se describe la 

optimización de las condiciones para la catálisis, incluyendo el efecto de la temperatura, 

salinidad, pH y tiempo, como así también el análisis de la especificidad de sustrato. Por 

último, se detallan los análisis de la estructura de los oligosacáridos obtenidos en la 

reacción enzimática con los distintos parámetros de catálisis optimizados previamente.   
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6.2. RESULTADOS 

6.2.1. Determinación de la actividad fucoidanasa 

 Se determinó la presencia de actividad enzimática de las enzimas expresadas 

frente a fucoidanos provenientes de distintas especies de algas pardas, a los fines de 

estudiar la especificidad de sustrato y posteriormente las condiciones óptimas para la 

catálisis.  

6.2.1.1. Especificidad de sustrato 

 Dado que la estructura y composición de los fucoidanos varía con la especie, 

entre otros factores, se evaluó la actividad de las cuatro enzimas fucoidanasas putativas 

expresadas y purificadas, utilizando extractos de fucoidanos de ocho especies de algas 

pardas de la costa Patagónica. Dos de las especies, M. pyrifera y U. pinnatifida, 

pertenecen a diferentes familias dentro del orden Laminariales, mientras que el resto 

de las especies pertenecen a tres familias del orden Ectocarpales (Tabla 6.1.). 

Tabla 6.1. Taxonomía correspondiente a las especies de algas pardas consideradas en este 

trabajo. 

Especie Taxonomía* 

Macrocystis pyrifera Phaeophyceae; Laminariales; Laminariaceae; Macrocystis 

Undaria pinnatifida Phaeophyceae; Laminariales; Alariaceae; Undaria 

Adenocystis utricularis Phaeophyceae; Ectocarpales; Adenocystaceae; Adenocytis 

Scytosiphon lomentaria Phaeophyceae; Ectocarpales; Scytosiphonaceae; Scytosiphon 

Colpomenia sinuosa  Phaeophyceae; Ectocarpales; Scytosiphonaceae; Colpomenia 

Eudesme virescens Phaeophyceae; Ectocarpales; Chordariaceae; Eudesme 

Myriogloea major  Phaeophyceae; Ectocarpales; Chordariaceae; Myriogloea 

Asperococcus ensiformis  Phaeophyceae; Ectocarpales; Chordariaceae; Asperococcus 

    *NCBI Taxonomy (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy) 

 Las condiciones utilizadas para determinar la actividad fucoidanasa fueron 

descriptas en la sección 2.11. de Materiales y Métodos.  Los resultados revelaron 

presencia de actividad fucoidanasa de la enzima #113643 (calle 1 en Figura 6.1.) frente 

a los fucoidanos obtenidos a partir de flotadores (EFLO) de M. pyrifera en un buffer de 

reacción con 100 mM Tris-HCl pH 7,5 y 500 mM NaCl, a 25 °C y con una incubación de 
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25 min. Los oligosacáridos resultantes de la actividad enzimática se observaron como un 

perfil de bandas que se corresponde a una serie de productos con distintos pesos 

moleculares (polisacáridos y oligosacáridos de distintos tamaños). Bajo las mismas 

condiciones, ningún otro sustrato fue degradado utilizando la enzima #113643. Las 

enzimas #57307, #163424 y #277285 no mostraron actividad enzimática frente a 

ninguno de los sustratos evaluados (Figura 6.1.). Dado que no se cuenta con ningún 

control positivo para dichas enzimas, no es posible saber si las enzimas no se encuentran 

activas, o bien las estructuras de los sustratos evaluados no son específicos para las 

mismas. 

Figura 6.1. Determinación de la actividad fucoidanasa de las cuatro enzimas purificadas con 
fucoidanos provenientes de ocho especies de algas pardas. Los números superiores en cada 
gel indican las calles en las que se sembraron las distintas enzimas. Calle 1: enzima #113643, 
calle 2: enzima #57307, calle 3: enzima #277285, calle 4: enzima #163424. La primera calle de 
geles superiores y la última calle de los geles inferiores, corresponde a 150 µg de extracto de 
fucoidanos sin digerir. Los geles de color azul fueron teñidos con 0,03 % (p/v) Alcian Blue y los 
de color violeta con 0,1 % (p/v) de azul de toluidina. En el margen superior se indica el nombre 

de la especie a la que pertenece el sustrato utilizado. 
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 Al evaluar la actividad de la enzima #113643 frente a los otros dos extractos de 

fucoidanos obtenidos de M. pyrifera, provenientes de láminas (ELAM) y de cauloides 

(ECAU), se observó un perfil de digestión similar al obtenido para los fucoidanos de 

flotadores de esta especie (Figura 6.2.). Es posible que a pesar de observarse el mismo 

patrón de bandas, las mismas podrían incluir polisacáridos y oligosacáridos con distintas 

estructuras y composiciones químicas pero con la misma migración electroforética. En 

este contexto, resulta necesario la realización de estudios estructurales más detallados. 

Por otro lado, se observó que en todas las calles existe una fracción de fucoidanos 

resistente a la degradación enzimática, el cual se visualiza en el margen superior del gel.  

 

Figura 6.2. Determinación de la actividad fucoidanasa de la enzima #113643 frente a los 3 
fucoidanos extraídos de la especie M. pyrifera. Las siglas indican el origen del fucoidano 
utilizado como sustrato, ECAU: cauloide, ELAM: lámina y EFLO: flotador. El control (C) consistió 
en 150 µg de fucoidano sin digerir. El gel fue teñido con 0,1 % (p/v) de azul de toluidina.  

6.2.1.2. Determinación de las condiciones óptimas de catálisis 

 Las condiciones óptimas para la catálisis fueron evaluadas incubando la enzima 

#113643 con extracto de fucoidanos provenientes de flotadores (EFLO) de M. pyrifera. 

En particular, se tuvieron en cuenta las condiciones ambientales presentes en el sitio de 

muestreo, y se aplicaron variaciones sobre las mismas, evaluándose cómo afectaban la 

actividad enzimática.  

Tiempo 

 Se evaluó la actividad fucanolítica alcanzada a distintos tiempos de incubación a 

25 °C. La reacción se llevó a cabo en un buffer constituído por 100 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
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y 500 mM NaCl, y se utilizó una concentración final de fucoidano de 0,4 % (p/v). Como 

en los experimentos anteriores, la actividad enzimática fue visualizada por la técnica de 

C-PAGE, mediante la presencia de un perfil de bandas que representan productos con 

distintos pesos moleculares. La enzima #113643 exhibió actividad fucanolítica 

detectable en los geles de poliacrilamida a partir de los 30 s de incubación (Figura 6.3.A). 

Al analizar el patrón de bandas obtenido en cada una de las condiciones, se observó que 

a medida que incrementa el tiempo de incubación, disminuye la intensidad de las 

bandas correspondientes a los fucoidanos de alto peso molecular. A su vez, las bandas 

correspondientes a los productos de degradación de bajo peso molecular 

incrementaron su intensidad en función del tiempo. El análisis por densitometría de la 

banda de menor peso molecular visualizada en el gel (señalada con flecha verde en 

Figura 6.3.A.) indicó un aumento progresivo de la intensidad a medida que aumenta el 

tiempo de incubación (Figura 6.3.B), hasta los 15 min de incubación, momento a partir 

del cual la actividad se estabilizaría.  

 

Figura 6.3. Determinación de la actividad fucoidanasa de la enzima #113643 con respecto al 
tiempo de reacción. A) C-PAGE de la siembra de las hidrólisis con distintos tiempos de 
incubación. El gel fue teñido con 0,03 % (p/v) de Alcian Blue. B) Análisis por densitometría de la 
banda de menor peso molecular obtenida en mayor proporción a medida que aumenta el 
tiempo (señalada con flecha verde).  

Temperatura 

 Se evaluó el efecto de la temperatura sobre la actividad fucanolítica durante 

breves períodos de tiempo (30 s y 1 min), a fin de minimizar el efecto de la temperatura 

sobre la desnaturalización de la enzima. El rango óptimo de actividad se encontró entre 

25 y 45 °C (Figura 6.4. A y B). La enzima presentó actividad a la temperatura más baja 
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evaluada (5 °C), mientras que a temperaturas ≥ 55 °C se observó pérdida de la actividad, 

posiblemente como consecuencia de la desnaturalización de la enzima.  

 

Figura 6.4. Efecto de la temperatura sobre la actividad fucoidanasa de la enzima #113643. A) 
C-PAGE de las distintas reacciones. La calle a la izquierda de cada temperatura corresponde a un 
tiempo de incubación de 30 s mientras que la calle de la derecha es por 1 min. La calle C 
corresponde al control negativo (sin el agregado de la enzima, incubado 2 min), y la calle F 
corresponde a 150 µg de fucoidano, sin incubación. El gel fue teñido con 0,03 % (p/v) de Alcian 
Blue. B) Análisis por densitometría de la banda de menor peso molecular visualizada en el gel. 
En sombreado se indica el rango óptimo de temperaturas (entre 25 – 45 °C). 

pH 

 Al evaluar el patrón de bandas obtenido para los distintos valores de pH 

analizados, se observó que el rango óptimo en la actividad fucoidanasa se encuentra 

entre 6,5 y 8,5 (Figura 6.5.A) a una temperatura de reacción de 25 °C. En valores de pH 

por debajo de 4,5 y por encima de 9 no se observó degradación del sustrato EFLO. 

Mediante un análisis por densitometría de la banda de menor peso molecular obtenida, 

se visualiza claramente el efecto del pH en la escisión de los enlaces reconocidos por la 
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enzima para obtener en mayor proporción el oligosacárido con menor peso molecular 

(Figura 6.5.B).  

 

Figura 6.5. Efecto del pH en la actividad fucoidanasa de la enzima #113643 frente a fucoidanos 
de flotadores de M. pyrifera. A) C-PAGE de la siembra de las hidrólisis en los distintos pH. El gel 
fue teñido con 0,1 % (p/v) de azul de toluidina. B) Análisis por densitometría de la banda de 
menor peso molecular obtenida en mayor proporción. El sombreado indica el rango óptimo de 
pH (6,5 – 8,5). 

Salinidad 

 Se evaluó la actividad enzimática en un amplio rango de salinidades y se observó 

que el rango óptimo en la actividad enzimática se encuentra entre 47,5 y 669,7 mM de 

NaCl (Figura 6.6. A y B) bajo condiciones de pH y temperatura de 7,5 y 25 °C, 

respectivamente. A la concentración de 861 mM, el grado de actividad fucoidanasa 

comienza a disminuir y a salinidades mayores la actividad se encuentra inhibida.  
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Figura 6.6. Efecto de la concentración de NaCl en la actividad fucoidanasa de la enzima 
#113643 frente a fucoidanos extraídos de flotadores de M. pyrifera. A) C-PAGE de la siembra 
de las hidrólisis con buffers de reacción con distintas concentraciones de NaCl. El gel fue teñido 
con 0,1 % (p/v) de azul de toluidina. B) Análisis por densitometría de la banda de menor peso 
molecular obtenida en mayor proporción. El sombreado indica el rango de salinidad óptimo para 
la actividad fucoidanasa (287 – 670 mM NaCl).  

6.2.2. Obtención de productos de bajo peso molecular 

 Se realizó la incubación de la enzima #113643 frente a una fracción purificada de 

fucoidanos de flotadores de M. pyrifera (F4FLO) en el buffer de reacción 100 mM Tris-

HCl (pH 7,5) y 500 mM NaCl. Los productos resultantes de dicha catálisis fueron tratados 

con etanol para precipitar oligosacáridos de mayor peso molecular, tal como se describe 

en la sección 2.11.5. de Materiales y Métodos. Aquellos productos de bajo peso 

molecular (LMWPs, de sus siglás Low Molecular Weight Products) que permanecieron 

solubles fueron recuperados. Dado el alto contenido de sales que inevitablemente 

acompañaba a los oligosacáridos (provenientes del buffer de reacción), el rendimiento 

no pudo ser calculado. Luego se efectuó la siembra de dicha mezcla en una columna de 

Bio-Gel P-6 a los fines de separar la mezcla en función de sus pesos moleculares, pero 

los bajos valores absorbancia dieron lugar a un perfil que no permitió obtener fracciones 

bien diferenciadas, revelando además un bajo rendimiento de la reacción.  

 En la segunda estrategia aplicada a gran escala, se incubó la enzima #113643 con 

mayor masa de fucoidanos provenientes del extracto de lámina de M. pyrifera (ELAM), 

utilizando un buffer de reacción con menor concentración de NaCl (100 mM Tris-HCl pH 

7,5, 300 mM NaCl), y agitación constante. La elección de ELAM como sustrato se debió 

a que no se disponía de cantidades suficientes de F4FLO, ni de su equivalente obtenido 

a partir de láminas (F4LAM), mientras que la reducción de la concentración de NaCl en 
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el buffer de reacción fue aplicada para disminuir el contenido de dicha sal en el producto 

final. Los productos de bajo peso molecular provenientes de la hidrólisis enzimática 

fueron sembrados en una columna Bio-Gel P-6. El perfil cromatográfico obtenido al 

medir azúcares totales en alícuotas de la solución eluída se indica en la Figura 6.7., en el 

cual se puede distinguir una fracción con productos que presentan mayores pesos 

moleculares y un pico bien definido correspondiente a una fracción de productos con 

menor peso molecular (sombreado en gris, Figura 6.7.). 

 

Figura 6.7. Perfil de cromatografía de exclusión por tamaño en columna de Bio-Gel P-6 de los 
productos de bajo peso molecular obtenidos tras hidrólisis de la enzima #113643 frente a 
fucoidanos del extracto ELAM de M. pyrifera. V0: volumen muerto y VT: volumen total. El 
sombreado indica la fracción correspondiente a los oligosacáridos de menor peso molecular 
obtenidos. 

 Con el objetivo de purificar los productos de bajo peso molecular, la fracción 

sombreada en la Figura 6.7. fue sembrada en una columna de Bio-Gel P-2. El perfil 

cromatográfico se obtuvo de la misma manera que para la columna anterior. Este perfil, 

el cual se puede observar en la Figura 6.8., mostró la presencia de un pico predominante 

seguido de una serie de picos de menor altura, los cuales contendrían oligosacáridos de 

menores pesos moleculares. Se realizó el ensayo de nitato de plata sobre alícuotas del 

volumen eluído, a los fines de poder visualizar la presencia de sales (NaCl) en las mezclas 

de oligosacáridos recuperadas a partir de la elución de la columna. La ausencia de ion 

Cl- fue confirmada hasta los 73 mL, por lo cual los volúmenes correspondientes a los dos 

primeros picos del perfil fueron recuperados mediante evaporación al vacío, y 

denominados F1-P2 y F2-P2 (Figura 6.8.), cuyos rendimientos fueron 23,3 mg y 7,6 mg 

respectivamente. 
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Figura 6.8. Perfil de cromatografía de exclusión por tamaño en columna de Bio-Gel P-2 de la 
fracción obtenida a partir de la columna de Bio-Gel P-6. V0: volumen muerto y VT: volumen 
total.  

 El análisis de la composición de F1-P2 mediante cromatografía gaseosa mostró a 

la fucosa como único componente, con un 46,7 % de éster sulfato. Ambas fracciones 

(F1-P2 y F2-P2) fueron analizadas mediante GPC. El perfil cromatográfico de la fracción 

F1-P2 mostró un pico principal y uno minoritario cuyos valores de tope de pico fueron 

1828 Da y 721 Da respectivamente, mientras que los valores de 𝑀𝑤̅̅ ̅̅̅ fueron 1774 Da y 

726 Da (Figura 6.9.a). En el caso de F2-P2 también se observaron dos picos, uno 

mayoritario con un valor de tope de pico de 655 Da y el otro de menor altura con un 

valor de tope de pico de 381 Da (Figura 6.9.b). Los valores de 𝑀𝑤̅̅ ̅̅̅ en dicha fracción 

fueron 664 Da para el primer pico y 374 Da para el segundo. 
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Figura 6.9. Perfil obtenido por cromatografía de permeación de geles (GPC) para la 
determinación del peso molecular de las fracciones a) F1-P2 y b) F2-P2. En ambos gráficos se 

indican los valores de 𝑀𝑤̅̅ ̅̅  (peso molecular promedio pesado). 

 Las fracciones F1-P2 y F2-P2, fueron además analizadas mediante RMN 

bidimensional (HSQC). Los espectros se presentan en la Figura 6.10. Los espectros de 

RMN de ambas fracciones mostraron señales correspondientes a residuos de α-L-Fucp 

constituyentes de oligosacáridos. Sin embargo, no resulta posible deducir una secuencia 

a partir de estos datos debido a que dichas fracciones, o por lo menos la fracción F1-P2, 

donde fue confirmado por espectrometría de masa, corresponde a una mezcla de 

oligosacáridos. F1-P2 presentó una señal δ a 91,1/5,53 ppm correspondiente 

posiblemente al residuo extremo reductor α-(13)-L-Fucp sulfatado en O-2 (Colin et al., 

2006; Silchenko et al., 2013; Silchenko et al., 2017), sin embargo, no se observó la señal 

del anómero .  
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Figura 6.10. Espectros de RMN HSQC de las fracciones (a) F1-P2 y (b) F2-P2.  

 Las señales a 99,6/5,37 ppm y 100,0/5,40 ppm coincidieron con las informadas 

en bibliografía para 3)-α-L-Fucp2,4SO3
--(1 y 3)-α-L-Fucp2SO3

--(1, 

respectivamente (Silchenko, Rasin, Kusaykin et al., 2018, Silchenko, Ustyuzhanina et al., 

2017, Trang et al., 2022). Por otro lado, se observó también una señal a 95,5/5,41 ppm 

que según bibliografía, correspondería a unidades monosulfatadas enlazadas en 

posición 4: 4)-α-L-Fucp2SO3
--(1 (Trang et al., 2022). En el caso de la fracción F2-P2 

también pudieron observarse señales correspondientes a unidades de α-L-Fucp. En este 

caso, se observaron ambas señales anoméricas para el extremo reductor (α/) a 

91,2/5,48 ppm correspondiente a la unidad 3)-α-L-Fucp2SO3
- y las señales a 95,5/4,70 
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ppm y 96,9/4,57 ppm asignadas según bibliografía al anómero . La señal a 99,6/5,30 

ppm indicó la presencia de 3)-α-L-Fucp2,4SO3
 --(1, al igual que para F1-P2.  

La fracción F1-P2 fue analizada mediante espectrometría de masa ESI modo ion 

negativo. El espectro obtenido se presenta en la Figura 6.11. Los resultados son 

coincidentes con aquellos obtenidos en los análisis por GPC de dicha fracción. El 

espectro de la fracción mostró varias señales de iones, los cuales corresponderían a 

oligosacáridos de 3, 6 y 7 unidades de fucosa mono- y disulfatadas. Los iones de m/z 

511,2925, 615,1726, 731,7430 y 934,0211 pudieron ser asignados a las posibles 

fórmulas [Fuc3(SO3Na)6-2Na]2-, [Fuc6(SO3Na)10-3Na]3-, [Fuc7(SO3Na)12-3Na]3- y  

[Fuc6(SO3Na)10-2Na]2- respectivamente. 

Figura 6.11. Espectro obtenido mediante espectrometría de masa ESI modo ión negativo de la 
fracción de oligosacáridos F1-P2, obtenida a partir de fucoidanos de M. pyrifera degradados 
por la enzima #113643. 

6.3. DISCUSIÓN 

 Los fucoidanos de M. pyrifera y U. pinnatifida purificados durante el desarrollo 

de esta tesis, junto con aquellos provenientes de las especies M. major, A. ensiformis, E. 

virescens, C. sinuosa, S. lomentaria y de A. utricularis, fueron utilizados como sustratos 

en las determinaciones de actividad fucoidanasa de las enzimas anteriormente 

expresadas y purificadas.  

La especie M. pyrifera domina la biomasa algal de Bahía Ushuaia, debido al 

tamaño que alcanza y por los grandes bosques submarinos que genera (Addami et al., 

1999). Las poblaciones de dicha especie pueden pasar por períodos de abundancia de 

biomasa y otros durante los cuales existe desprendimiento algal (Zaixso y Zaixso, 2015). 
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Es por ello que restos de esta alga comúnmente llegan a la zona intermareal como 

arribazones (Figura 6.12.A), depositándose o enterrándose en los sedimentos 

intermareales. En consecuencia, es de esperar que los microorganismos que habitan en 

los sedimentos utilizados para construir la biblioteca metagenómica se encuentren 

habitualmente expuestos a los fucoidanos de esta especie. Dada la falta de información 

acerca de la estructura de los fucoidanos de esta especie, como así también sobre 

posibles diferencias en la composición de los fucoidanos entre los distintos tejidos del 

alga, estos polisacáridos fueron extraídos como parte de este trabajo de Tesis a partir 

de tres partes del talo algal: flotadores, láminas y cauloides (Figura 6.12. B).  

 

Figura 6.12. Especie M. pyrifera. A) Arribazón de M. pyrifera en sedimentos de Bahía Ushuaia 
(Foto: Hebe Dionisi); B) esquema de dicha especie donde se indican las distintas partes del talo 
algal: lámina, flotador y cauloide.  

 Al contrario de M. pyrifera, la especie U. pinnatifida se encuentra distribuida 

dentro y fuera del Golfo Nuevo, desde Mar del Plata (provincia de Buenos Aires) hasta 

Puerto Deseado (provincia de Santa Cruz) [Dellatorre et al., 2014; Bunicontro et al., 

2018]. En consecuencia, las comunidades microbianas de los sedimentos de Bahía 

Ushuaia no se encuentran expuestas a esta especie, que además presenta fucoidanos 

de una estructura química particular (Zhao et al., 2018). Sin embargo, el 

aprovechamiento comercial de la biomasa de U. pinnatifida resulta de particular interés 

dado que podría disminuir los efectos negativos de la invasión del alga en la región 

Patagónica, por lo que se utilizó como posible sustrato de las enzimas expresadas. Otras 

especies invasoras han sido consideradas como recurso para aplicaciones comerciales, 

como por ejemplo Sargassum muticum y Asparagopsis armata (Pinteus et al., 2018). 

lámina

flotador

cauloide

A B
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 Con respecto al resto de las especies de algas pardas cuyos fucoidanos fueron 

evaluados, A. utricularis es una pequeña alga parda que pertenece a la familia 

Adenocystaceae del orden Ectocarpales. Esta especie presenta una amplia distribución 

en el hemisferio sur, incluyendo ambientes subantárticos y antárticos (Gutkowski y 

Maleszewski, 1989; Luizzi et al., 2011). De forma similar, S. lomentaria (Ectocarpales, 

Scytosiphonaceae) presenta una distribución mundial en ambientes fríos y templados-

fríos, incluyendo a ambientes subantárticos de la Argentina (Luizzi et al., 2011). Otra 

especie de amplia distribución y de hábito epifítico es C. sinuosa (Ectocarpales, 

Scytosiphonaceae), y los fucoidanos sintetizados por esta especie de estructura globosa 

han sido escasamente estudiados. Las especies M. pyrifera, S. lomentaria, C. sinuosa y 

A. utricularis podrían encontrarse en los sedimentos intermareales de Bahía Ushuaia de 

acuerdo a la distribución geográfica reportada para estas especies (Boraso y Zaixso, 

2008; Luizzi et al., 2011; Asensi y Kupper, 2012). En este contexto, resulta esperable que 

determinadas poblaciones bacterianas que habitan en los sedimentos intermareales del 

sitio estudiado se encuentren adaptadas para la asimilación de los fucoidanos de estas 

especies nativas del sitio. Sin embargo, las mismas podrían utilizar enzimas de familias 

aún no descriptas de fucoidanasas, no estar presentes en el sitio, o no estar 

representadas en el set de datos metagenómico utilizado. Las enzimas fucoidanasas 

suelen estar presentes en organismos altamente especializados en la utilización de 

fucoidanos como fuente de carbono y energía (Sichert et al., 2020) formando parte de 

nichos ecológicos específicos (Schultz-Johansen et al., 2018).  

 Las especies M. major y A. ensiformis, ambas pertenecientes al orden 

Ectocarpales y a la familia Chordariaceae, presentan una distribución geográfica más 

restringida, siendo el Golfo San Jorge la ubicación más al sur identificada desde el Golfo 

San Matías (Luizzi et al., 2011).  Por último, para la especie E. virescens existen escasos 

reportes sobre su distribución, no siendo claro el rango de latitudes en el cual se 

encuentra, pudiendo ser desde el Golfo Nuevo hasta la Ría Deseado, Provincia de Santa 

Cruz (Asensi y Kupper, 2012). La estructura química de los fucoidanos de estas tres 

especies de algas pardas aún es desconocida, dado que no existen trabajos publicados 

sobre los fucoidanos que producen. Sin embargo, Ezequiel Latour se encuentra 

estudiando los fucoidanos de las especies M. major, A. ensiformis, E. virescens, C. 
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sinuosa como parte de su tesis doctoral (Latour, 2022), por lo que se espera que exista 

más información sobre los fucoidanos de estas especies en el futuro.  

 El análisis de actividad enzimática demostró que la enzima #113643 cataliza la 

despolimerización de los fucoidanos extraídos a partir de flotadores, láminas y cauloides 

de M. pyrifera. Dichos extractos no presentaron diferencias significativas con respecto 

a su composición química aunque no es posible asegurar su similitud estructural, por lo 

que resulta necesario la realización de estudios estructurales más detallados de los 

extractos EFLO y ECAU.   

  Por otro lado, los fucoidanos de U. pinnatifida, A. utricularis y S. lomentaria 

presentan el tipo de unión α-(13)- en la cadena central, pero la enzima #113643 no 

presentó actividad frente a ninguno de estos sustratos. Las estructuras de los fucoidanos 

de las especies anteriormente mencionadas han sido publicadas anteriormente. La 

especie A. utricularis produce dos tipos diferentes de fucoidanos, un galactofucano y un 

uronofucoidano, de los cuales el primero presenta actividad antiviral y una estructura 

central de α-L-Fucp con uniones α-(13)- (Ponce et al., 2003). De forma similar, S. 

lomentaria (Ectocarpales, Scytosiphonaceae) contiene diferentes tipos de fucoidanos, 

incluyendo un galactofucano con uniones α-(13)- con actividad antiherpética (Ponce 

et al., 2019). Además, en los fucoidanos de ambas especies anteriormente mencionadas 

se observó la presencia de grupos acetilos (Ponce et al., 2019; Syntsya et al., 2010; 

Vishchuk et al., 2011) característica que no fue observada en los fucoidanos de M. 

pyrifera evaluados en este estudio. Dado que no existen reportes de la estructura 

química para los fucoidanos evaluados de las especies de algas pardas restantes, en 

estos casos la ausencia de actividad de la enzima #113643 posiblemente se deba a que 

el tipo de enlace no es reconocido, o bien por los patrones de sustituciones y/ó 

ramificaciones que presentan.  

  La ausencia de actividad de las tres enzimas restantes frente a los sustratos 

evaluados podría deberse a que reconozcan un determinado patrón de enlaces y/o 

ramificaciones y sustituciones que no se encuentran presentes en los sustratos 

utilizados.  Es posible que la presencia de determinadas sustituciones impida la actividad 

enzimática, situación que ha sido observada en la enzima fucoidanasa FFA2, la cual 

resultó activa frente a un sustrato al cual se le habían removido los grupos acetilo, 
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mientras que no presentó actividad frente al sustrato en su forma original (Silchenko et 

al., 2013). Por otro lado, estudios realizados en otras enzimas fucoidanasas han 

demostrado dependencia en su actividad frente de determinados cationes divalentes 

(Vuillemin et al., 2020; Zueva et al., 2020; Trang et al., 2022), o bien, un aumento en su 

actividad (Silchenko, Rasin et al., 2017). El efecto de diversos cationes (p.ej. Ca2+, Mg2+, 

Cu2+, Fe2+, Zn2+, Co2+, Ni2+) sobre la actividad de dichas enzimas debe aún ser investigado.  

 Tanto la representación de bacterias con potencial para asimilar fucoidanos, 

como de la diversidad estructural de los fucoidanos de especies de macroalgas presente 

en Bahía Ushuaia incluídas en este trabajo, son parciales. Por ejemplo, en una revisión 

de Liuzzi y colaboradores (Liuzzi et al., 2011), los autores reportan la presencia de al 

menos 26 especies de algas pardas a 54° de latitud sur, es decir, en las costas de Tierra 

del Fuego. Similarmente, el set de datos metagenómico analizado, debido a la presencia 

de miles de especies microbianas en la muestra, sólo representa parcialmente el 

potencial metabólico de los sedimentos. Por otra parte, debido al desconocimiento de 

la diversidad de secuencias de enzimas fucoidanasas, que probablemente incluya 

familias aún no descriptas, dificulta la identificación de secuencias putativas en los sets 

de datos metagenómicos. En consecuencia, será necesario incrementar el análisis con 

respecto al número de secuencias analizadas, el número de sets de datos 

metagenómicos, el número de secuencias analizadas, el número de familias de glicósido 

hidrolasas con actividad fucoidanasa, como así también la diversidad estructural de los 

fucoidanos de especies de algas pardas de la región, a fin de identificar un mayor 

número de enzimas fucoidanasas y conocer su especificidad de sustrato. 

 Con respecto a la enzima #113643, utilizando los fucoidanos provenientes de 

flotadores de M. pyrifera como sustrato, la misma mostró actividad en un amplio rango 

de temperaturas, entre 5 y 45 °C. La capacidad para degradar el sustrato a bajas 

temperaturas difirió de otras enzimas fucoidanasas estudiadas hasta el momento, 

donde la temperatura más baja evaluada a la que presentaron actividad fue mayor a 15 

°C (Sakai et al., 2004 Silchenko, Ustyuzhanina et al., 2017; Silchenko et al., 2013). El 

rango de temperaturas que presentó la enzima #113643 se corresponde con 

características de enzimas provenientes de microorganismos psicrófilos (Collins y 

Gerday, 2017). Por otro lado, este resultado es concordante con las características del 
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sitio del cual proviene la muestra ambiental, en donde la temperatura media anual del 

agua de mar superficial es de 7 °C (valor extraído del Centro Argentino de Datos 

Oceanográficos, Servicio de Hidrografía Naval, Argentina, 

http://www.hidro.gob.ar/ceado/Ef/Inventar.asp).  

 Bahía Ushuaia, con una superficie aproximada de 24 km2, recibe aportes 

estacionales de agua dulce producto del deshielo, como así también la descarga de ríos 

y arroyos, lo cual genera variaciones en la salinidad (Dionisi et al., 2011; Amin et al., 

2010), pudiendo ser inferior a la concentración habitual del agua de mar. El rango de 

salinidad presente en Bahía Ushuaia oscila entre 15 y 32 ups (unidades prácticas de 

salinidad) en primavera y en verano respectivamente (Amin et al., 2010). Además de las 

variaciones estacionales, las comunidades microbianas presentes en los sedimentos 

intermareles estan expuestas a cambios en las condiciones físico-químicas debido a los 

ciclos de marea, donde pueden ocurrir variaciones drásticas en la salinidad (Okamoto et 

al., 2022). Estas variaciones podrían estar relacionadas con la capacidad de la enzima 

para actuar en condiciones de salinidad relativamente bajas (9,5 mM) pudiendo tolerar 

hasta casi el doble de los valores de salinidad obtenidos para dicho ambiente (861 mM). 

Esta es una propiedad catalítica de gran utilidad dado que permite su uso industrial bajo 

diversas condiciones (Margesin y Schinner, 2001). El efecto de las concentraciones de 

NaCl sobre la actividad enzimática no ha sido estudiado en profundidad para la mayoría 

de las enzimas fucoidanasas, aunque algunas de ellas mostraron concentraciones 

óptimas de NaCl por debajo de los valores de salinidad del agua de mar, entre ellas Fhf2 

de F. haliotis (Trang et al., 2022) y las enzimas Fda1 y Fda2 de Alteromonas sp. SN-1009 

(Sakai et al., 2004). 

 La enzima fucoidanasa #113643 identificada en el metagenoma de Bahía Ushuaia 

presentó una alta actividad frente a los fucoidanos de M. pyrifera aún utilizando cortos 

períodos de incubación, mientras que las enzimas descriptas hasta el momento 

presentan niveles de actividad enzimática más bajos, y como consecuencia, dichas 

reacciones enzimáticas debieron ser realizadas en períodos de tiempo prolongados, 

donde el tiempo mínimo al que se observó gran parte del fucoidano degradado fue 

mayor a 60 minutos (Colin et al., 2006; Descamps et al., 2005; Silchenko et al., 2013; 

Tran et al., 2022; Trang et al., 2022). En este trabajo el menor tiempo de actividad 
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evaluado donde la enzima exhibió actividad fue de 30 s, observándose un alto grado de 

degradación a partir de los 10 min. Esta característica junto con la actividad en un amplio 

rango de pH (4,5 - 9), salinidad (9,5 – 861 mM) y temperatura (5 – 45 °C), hacen de la 

enzima #113643 una enzima activa en un amplio rango de condiciones, y por ende con 

gran potencial para la producción de fuco-oligosacáridos a partir de fucoidanos de M. 

pyrifera.  

 Los productos de bajo peso molecular obtenidos a partir de la hidrólisis de la 

enzima #113643 consistían en oligosacáridos altamente sulfatados, de 3, 6 ó 7 unidades 

de fucosa mono- y disulfatadas. Es posible que el oligosacárido con tres monómeros sea 

el tamaño del producto mínimo resultante de la hidrólisis enzimática de #113643, sin 

embargo, resulta necesario su comprobación mediante la incubación de dicha enzima 

con el trisacárido obtenido, tal como se ha aplicado en la enzima FFA1 frente al 

tetrasacarido obtenido luego de su degradación (Silchenko et al., 2018).  

 Los resultados obtenidos a partir del análisis de los productos de bajo peso 

molecular obtenidos, complementaron la información obtenida sobre la estructura del 

fucoidano nativo proveniente de láminas (ELAM), donde se observó que la presencia de 

unidades de fucosa enlazadas en uniones α-(13)- y α-(14)-. Sin embargo, no fue 

posible establecer una secuencia de monosacáridos para el fucoidano, por lo que hay 

detalles de la especificidad de la enzima #113643 que no pudieron ser determinados, tal 

como el tipo de enlace que reconocería. 

 Los resultados obtenidos señalan que la despolimerización de fucoidanos 

utilizando la enzima #113643 constituye una herramienta de suma utilidad para la 

producción de fuco-oligosacáridos altamente sulfatados con potenciales aplicaciones 

biomédicas, a partir de la biomasa de M. pyrifera, como así también una herramienta 

valiosa en los análisis de elucidación de la compleja estructura de los fucoidanos 

potencialmente bioactivos aislados de dicha especie.  
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 En el presente trabajo de Tesis, la hipótesis establecía que la bioprospección de 

enzimas fucoidanasas en un ambiente costero con gran diversidad y abundancia de algas 

pardas, tal como lo es Bahía Ushuaia, contendrá una alta abundancia de organismos 

capaces de degradar fucoidanos, facilitando el estudio de dichos microorganismos. Por 

un lado, los sets de datos metagenómicos de ambientes diversos como sedimentos 

costeros no representan el potencial metabólico completo de la comunidad microbiana 

y suelen tener una baja cobertura de análisis, representando mayormente poblaciones 

microbianas más abundantes en la comunidad (Loviso et al., 2015; Guibert et al., 2016; 

Matos et al., 2016). Por otro lado, se ha reportado que la capacidad para degradar 

fucoidanos no está siendo muy extendida en las comunidades microbianas de ambientes 

marinos, siendo poco frecuente su detección en muestras ambientales (Giljan et al., 

2023). En exte contexto, es de esperar que esta capacidad no se encuentre muy 

extendida dentro de la comunidad. Por lo tanto, al utilizar un set de datos 

metagenómicos de una comunidad microbiana que debería estar naturalmente 

enriquecida para dicha capacidad aumenta la probabilidad de identificar secuencias de 

interés. De hecho, aún con un alto porcentaje de secuencias completas y casi 700.000 

secuencias codificantes, los genes homólogos a la única familia definida de fucoidanasas 

hasta el año 2020 resultó ser poco abundante en el set de datos.  

 Recientemente, en el laboratorio se realizaron experimentos de 

enriquecimientos de sedimentos de Bahía Ushuaia con láminas de M. pyrifera, 

reportándose cambios importantes en las características físico-químicas y en la 

estructura de la comunidad microbiana del sedimento (Lozada et al., 2023). El estudio 

del metagenoma de la comunidad enriquecida mostró una alta abundancia de 

secuencias putativas de fucoidanasas de las familias analizadas en esta tesis, 

provenientes mayormente a organismos de más rápido crecimiento, como miembros de 

los phyla Bacteroidota y Pseudomonadota, con pocas secuencias asignadas al phylum 

Plantomycetota. 

 En Bahía Ushuaia, las comunidades microbianas se encuentran expuestas a 

condiciones extremas, siendo probable que contengan un alto grado de plasticidad 

genética, característica que hace a dichas comunidades, una fuente de enzimas 

novedosas, activas y estables en una amplia gama de condiciones (Kamble y Vavilala, 
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2018). En la Figura 1.7. se resumen las distintas etapas de la estrategia de 

bioprospección aplicada.  

 

Figura 7.1. Pasos implicados en la prospección de secuencias de enzimas fucoidanasas, su 
expresión heteróloga y caracterización, como así también el aislamiento y purificación de 
fucoidanos y oligofucoidanos provenientes de M. pyrifera.  

 Las características ambientales de Bahía Ushuaia, sitio del cual proveniene la 

muestra de sedimento a partir del cual se generó el set de datos metagenómico, se 

caracteriza por presentar un clima húmedo templado-frío, altos niveles de radiación UV-

B e importantes y variables aportes de agua dulce desde el continente, lo cual repercute 

en las características fisicoquímicas (Diaz et al., 2006; Amin et al., 2010; Dionisi et al., 

2011). Todas estas características ambientales resultan en una presión de selección para 

las poblaciones microbianas allí presentes, las cuales deben adaptarse a las 

fluctuaciones del lugar dado que repercuten directamente en su metabolismo. Los 

cambios en la temperatura y/o salinidad resultan más marcados en los sedimentos 

intermareales debido a los ciclos de marea, por lo que dichas poblaciones estarían 

expuestas a cambios aún más extremos. Se ha reportado además la presencia de 
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contaminantes en Bahía Ushuaia, tanto en lo que se refiere a hidrocarburos como a altas 

concentraciones de nutrientes debido a la presencia de efluentes domésticos e 

industriales no tratados (Diodato et al., 2020). 

 Dado que solo un pequeño porcentaje de las bacterias marinas pueden ser 

cultivadas en el laboratorio (Rodrigues et al., 2022), la estrategia metagenómica 

utilizada permitió evaluar el potencial para degradar fucoidanos de las comunidades 

microbianas en estudio, sin una etapa de cultivo previa. Los resultados de prospección 

de secuencias homólogas a enzimas fucoidanas mediante HMMs sugieren la presencia 

de una amplia diversidad de organismos con potencial degradador de fucoidanos 

pertenecientes a varios phyla. Una limitacion importante de este enfoque se encuentra 

relacionada con la escasez de enzimas fucoidanasas que conforman familias GH107 y 

GH168, y más aún el reducido número de enzimas caracterizadas bioquímicamente 

(33,3 % para enzimas GH107 y 1,9 % para GH168; Qiu et al., 2022) y estructuralmente 

(5,5 % para enzimas GH107 y 1,9 % para GH168). El bajo número de secuencias de 

referencia afecta directamente la calidad de los perfiles que se construyen a partir de 

ellas, por lo que resulta probable que los HMMs utilizados para la bioprospección no 

hayan resultado lo suficientemente abarcativos. A pesar de dichas limitaciones, los 

resultados de este trabajo indicarían la existencia de miembros de la comunidad 

microbiana con potencial para metabolizar fucoidanos, particularmente la presencia de 

un microorganismo que pertenecería al phylum Planctomycetota con capacidad para 

degradar fucoidanos de M. pyrifera.  

 Estudios realizados por Sichert y colaboradores (Sichert et al., 2020), sugieren 

que la degradación microbiana de los fucoidanos es más lenta que la de otros 

polisacáridos, por lo que dichos polisacáridos actúan como secuestradores de carbono 

a largo plazo en los ambientes marinos. Particularmente para los sedimentos marinos, 

se ha encontrado que los fucoidanos pueden persistir durante siglos (Salmeán et al., 

2022; Vidal-Melgosa et al., 2022). Esto probablemente se deba a la complejidad 

estructural característica de dichos polisacáridos, la cual requeriría de la acción de 

múltiples enzimas para su degradación a monómeros de fucosa, incluyendo enzimas que 

catalizan la ruptura de enlaces de la cadena central y enzimas con función 

desramificante (Silchenko et al., 2022). Los mismos investigadores reportaron que el 
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organismo Lentimonas sp. CC4 (Verrucomicrobiota), utiliza alrededor de 100 enzimas 

para degradar las moléculas de fucoidanos, demostrándose la expresión de tres enzimas 

fucoidanasas. En cambio, se ha reportado que para la degradación de otros polisacáridos 

presentes en algas pardas, tal como laminarano (polisacárido de reserva) se requiere la 

acción de solo tres enzimas para su degradación completa en cuestión de horas 

(Kappelmann et al., 2019; Becker et al., 2020; Kruger et al., 2019). Por lo tanto, los 

fucoidanos pueden ser degradados por microorganismos altamente especializados en el 

uso de dichos polisacáridos como fuente de carbono (Buck-Wiese et al., 2022), o bien, 

podría involucrar múltiples enzimas producidas por distintos organismos de una 

comunidad microbiana. Hasta el momento existen muy pocos microorganismos aislados 

que puedan degradar por completo los fucoidanos, y las enzimas identificadas en 

general exhiben baja actividad (Kusaykin et al., 2018; Nagao et al., 2018; Qiu et al., 2022; 

Shen et al., 2020). Los microorganismos aislados solo pueden producir fuco-

oligosacáridos con una degradación de alrededor del 60 % (Sakai et al., 2003; Barbeyron 

et al., 2008; Silchenko et al., 2013; Sichert, 2019; Schultz-Johansen et al., 2018; van Vliet 

et al., 2019). Por otro lado, existen muy pocos estudios sobre las enzimas que actúan 

sobre los enlaces internos de los fucoidanos. Esto posiblemente se deba a la falta de un 

método cuantitativo para la determinación de la actividad como así también al bajo 

número de sustratos caracterizados estructuralmente (Imbs et al., 2018).  

 Los microorganismos con capacidad para degradar fucoidanos cuya actividad 

fucoidanasa ha sido corroborada y caracterizada bioquímicamente, pertenecen a los 

phyla Bacteroidota y Pseudomonadota. La mayoría de las secuencias de fucoidanasas 

putativas identificadas en el metagenoma de Bahía Ushuaia para ambas familias GH 

pertenecerían a organismos del phylum Plactomycetota, contituyendo el grupo 

taxonómico principal con potencial degradador de fucoidanos en sedimentos 

intermareales de Bahía Ushuaia. Específicamente en el caso de la enzima #113643, 

pertenecería a un organismo del phylum Planctomycetota, presentando un elevado 

porcentaje de identidad a nivel de nucleótidos (84,46 %) y de cobertura (98 %) con la 

secuencia más cercana presente en las base de datos, la cual pertenece a la especie P. 

bacterium CA13 (No. acceso TWT80423). La especie P. bacterium CA13 fue identificada 

en una muestra de biofilm proveniente de M. pyrifera presente en la Bahía de 
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Monterrey (California, EEUU, Wiegand et al., 2020). Son numerosos los trabajos que 

resaltan el gran potencial degradador de polisacáridos sulfatados de macroalgas que 

presentan microorganismos pertencientes al superphylum PVC, lo cual se debe a su alta 

abundancia de enzimas sulfatasas (Martin et al., 2015; Gobet et al., 2018; Van vliet et 

al., 2019). Las enzimas sulfatasas parecerían desempeñar un papel clave en la 

degradación de los fucoidanos, lo cual se ve respaldado en los resultados del análisis del 

contexto genómico donde se identificó un gran número de secuencias putativas de 

enzimas sulfatasas próximas a las fucoidanasas putativas. Ambas enzimas fucoidanasas 

y sulfatasas se expresan en algunas bacterias, tal como en Lentimonas sp., F. algae y M. 

eckloniae (Sichert et al., 2020; Silchenko, Rasin et al., 2017; Tran et al., 2022). En este 

contexto, la presencia de genes putativos de enzimas sulfatasas sugiere un cierto grado 

de especialización en el uso de fucoidanos como fuente de carbono de dichos 

microorganismos aún no cultivados de este ambiente.  

  El alga parda M. pyrifera es la especie de macroalga más grande reportada y con 

una elevada tasa de crecimiento (Ravanal et al., 2017), generando densos bosques 

característicos de Tierra del Fuego (Plana et al., 2007). Sin embargo, la diversidad y la 

capacidad metabólica de bacterias que ciclan el carbono de la biomasa generada por 

dicha especie es poco conocido (Lozada et al., 2023). El análisis estructural de la fracción 

purificada F4LAM sugiere que los fucoidanos contendrían residuos de fucosa unidos por 

medio de enlaces α-(13)- y α-(14)- con predominancia del primer tipo de enlace. 

Especies pertenecientes al orden Laminariales generalmente contienen fucoidanos con 

el tipo de enlace α-(13)- (Zvyagintseva et al., 2021), mientras que en los fucoidanos 

de especies pertenecientes al orden Fucales se encuentran los enlaces α-(1→3)- y α-

(1→4)- (Mazéas et al., 2023). Los resultados de este trabajo sugieren que la especie M. 

pyrifera contendría fucoidanos con estructura semejante al de especies del orden 

Fucales.  Se han publicado numerosas excepciones a dicha asociación (Usoltseva et al., 

2016; Usoltseva et al., 2019; Tan et al., 2020; Jayawardena et al., 2022), por lo que la 

categorización y predicción de la posible estructura en función del orden taxonómico 

resulta muy poco claro. Por otro lado, se ha reportado que en especies del orden 

Laminariales, la concentración y la estructura de los fucoidanos puede variar por 

factores ambientes, estaciones, etapa del ciclo de vida y del tejido implicado (Bruhn et 
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al., 2017). Recientemente ha sido publicado un trabajo con la estructura de los 

fucoidanos de M. pyrifera (Zou et al., 2021), sin embargo el mismo posee importantes 

errores en la asignación de las señales de RMN, sugiriendo la presencia de enlaces β-L-

Fucosa, además de α-L-fucosa en la cadena principal. 

 La mayoría de las enzimas fucoidanasas caracterizadas catalizan la hidrólisis de 

enlaces α-(1→4)-, mientras que las enzimas que reconocen enlaces α-(1→3)- se 

encuentran aún poco representadas. Se ha sugerido que las variaciones encontradas en 

uno de los residuos propuestos como catalíticos que conforman el subsitio -1, podría 

estar relacionado con el reconocimiento de enlaces α-(1→3)- ó α-(1→4)- (Tran et al., 

2021). En el caso de la enzima #113643, presentó todos los residuos catalíticos 

conservados a excepción del residuo en la posición 186, en donde se ubica el residuo 

alanina. La enzima fucoidanasa que presentó dicho aminoácido en el subsitio -1 es Fda2 

perteneciente a Alteromonas sp. SA-1009 (Sakai et al., 2004; Zhu et al., 2021), siendo 

una de los dos únicos miembros de la familia GH107 conocidos con especificidad de 

enlace α-(1→3)-. El restante miembro es la enzima Mef2 de M. eckloniae (Tran et al., 

2022), sin embargo dicha enzima presenta una tercer variante en dicha posición (S), 

mientras que las fucoidanasas con especificidad de enlace α-(1→4)- presentan el 

aminoácido asparagina (N) en dicha posición. En este contexto, la contribución del 

residuo ubicado en esta posición aún no resulta del todo claro dado el reducido número 

de enzimas que presentan dichas variaciones.  

 El análisis estructural preliminar de los productos resultantes de la catálisis de la 

enzima #116343 respaldan los resultados obtenidos a partir de la caracterización del 

polisacárido de que los fucoidanos de M. pyrifera estarían conformados por ambos tipos 

de uniones glicosídicas α-(1→3)- y α-(1→4)-, sin embargo al no haberse podido obtener 

información acerca de la secuencia de los residuos de fucosa, el tipo de enlace 

reconocido por la enzima no pudo ser determinado. Los productos de bajo peso 

molecular que conformaron la fracción F1-P2 resultaron ser significativamente más 

sulfatados (46,7 %, Tabla 7.1.) en comparación con el extracto de fucoidanos nativo sin 

digerir (29,4 %), sugiriendo que la enzima presenta preferencia de enlaces entre 

unidades de fucosas sulfatadas (Tabla 7.1.).  
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Tabla 7.1. Características químicas de fucoidanos del extracto de lámina (ELAM) y de la 

fracción purificada de oligosacáridos (F1-P2) proveniente de la degradación enzimática de 

dicho extracto de M. pyrifera. 

Muestra 
Peso molecular  

(kDa)* 
Rendimiento 

(%) 
Sulfato 

(% SO3Na) 
Fucosa 
(mol %) 

ELAM 864,12 6,0 29,4 83,4 

F1-P2 1,82 11,6 46,7 100,0 

      * Se indica el valor del tope de pico del pico principal obtenido por GPC. 

 Como resultado de la hidrólisis, se obtuvieron productos con diferentes grados 

de polimerización, con unidades de fucosa con una o dos posiciones sustituídas por 

ésteres sulfato. Estas variaciones en el grado de polimerización de los oligosacáridos 

resultantes de la catálisis, fue observado en otras enzimas fucoidanasas (Colin et al., 

2006; Silchenko, Rasin et al., 2017; Cao et al., 2018; Vuillemin et al., 2020; Trang et al., 

2022; Liu et al., 2023), pudiendo estar relacionado con la selectividad catalítica que 

presentan. El producto dominante de la degradación enzimática de #113643 de bajo 

peso molecular, presentó una relación m/z de 615,17 correspondiendo a un 

hexasacárido con unidades de fucosa mono- y disulfatadas y con la posible composición 

[Fuc6(SO3Na)10-3Na]3-. Los rendimientos de los LMWPs obtenidos fueron 11,65 % para 

la fracción F1-P2 y 3,35 % para F2-P2. Los bajos porcentajes obtenidos podrían deberse 

a que pudo haber pérdida de masa durante la etapa de desalinización, situación que ha 

sido evitada en otros trabajos mediante el uso de un buffer constituído por bicarbonato 

de amonio (Ropartz et al., 2022), el cual al ser volátil resulta compatible con estudios de 

espectrometría de masa. En este contexto, podrían evaluarse otras composiciones del 

buffer de reacción para la obtención de un mayor rendimiento de LMWPs, por ejemplo: 

un buffer con contenido de fosfato o bicarbonato, y que a su vez presente baja 

concentración de NaCl, considerando que la enzima #113643 resultó activa aún en bajas 

concentraciones de dicha sal. 

 Las restantes tres enzimas expresadas y purificadas no evidenciaron actividad 

enzimática en los distintos sustratos evaluados. La ausencia de actividad enzimática 

frente a la diversidad de sustratos evaluados pudo deberse a varios motivos. Uno de 

ellos podría estar relacionado con la obtención de proteínas solubles pero inactivas 

luego de su expresión heteróloga y purificación. Es común que secuencias expresadas 
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en E. coli resulten en proteínas mal plegadas y por lo tanto inactivas (Gabor et al., 2004; 

Ko et al., 2021). La generación de proteínas truncas, donde se han eliminando dominios 

no implicados en la actividad fucoidanasa podría ser una posible estrategia a evaluar a 

futuro. Dicha situación se observó en la expresión de las enzimas fucoidanasas Fp273, 

Fp277 y Fp279 (Schultz-Johansen et al., 2018), donde la obtención de una proteína 

activa se logró mediante la remoción de módulos no implicados en la catálisis. También 

podría deberse a que los sustratos no puedan ser reconocidos por las enzimas, como 

consecuencia de sus patrones de sustitución y ramificación, los cuales representan una 

barrera estructural para que la enzima actúe (Labourel et al., 2016). La estructura 

química de los sustratos podría simplificarse, mediante la remoción de sustituciones, y 

ser evaluados nuevamente por las mismas enzimas. Esta situación se observó en las 

enzimas FFA2 y Swfct, donde la remoción de grupos acetilo del fucoidano (de F. 

evanescens y de C. okamuranus respectivamente) aumentó de manera considerable la 

actividad enzimática y por ende el rendimiento de los oligosacáridos resultantes 

(Silchenko et al., 2013; Arai et al., 2022). Se ha reportado en algunas enzimas 

fucoidanasas de la familia GH107 el incremento en actividad ante el agregado de iones 

calcio para su actividad, y la pérdida de la misma ante el agregado de un quelante 

(Vuillemin et al., 2020), por lo que el efecto de distintos iones debe ser evaluado. Una 

de las enzimas fucoidanasas en donde se identificaron sitios de unión al calcio es en 

P5AFcnA de Psychromonas sp. SW5A (phylum Pseudomonadota, Vickers et al., 2018). 

Dicha enzima pesentó, al igual que la enzima #113643, actividad frente a fucoidanos de 

M. pyrifera, como así también frente a otros sustratos que contienen ambos tipos de 

uniones (α-(1→3)- y α-(1→4)- provenientes de Saccharina japonica (Vickers et al., 2018) 

y de Laminaria hyperborea (Kopplin et al., 2018). A pesar de que las enzimas #113643 y 

P5AFcnA reconocerían el fucoidano de M. pyrifera, comparten un bajo porcentaje de 

identidad (24 % de identidad a nivel de aminoácidos), no así a nivel de estructura 

tridimensional, donde la comparación de la estructura y el modelo de la secuencia 

metagenómica en el servidor DALI determinó un valor de Z de 36,6 y un RMSD de 2,1 Å 

(lali 301).  

 Las características particulares de Bahía Ushuaia, con condiciones ambientales 

extremas y variables, como así también una gran diversidad microbiana y alto potencial 
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metabólico en los sedimentos, constituyeron la base para la prospección de enzimas 

fucoidanasas. Las características biocatalíticas de la enzima #116343 le otorgan un gran 

potencial biotecnológico, principalmente la presencia de actividad en un amplio rango 

de temperatura, salinidad y pH. Su alta actividad a baja temperatura permitiría reducir 

el consumo de energía durante el proceso biocatalítico y el riesgo de contaminación 

microbiana, como asi también reducir la inestabilidad de los reactivos (Trincone, 2011). 

 Este trabajo de Tesis Doctoral ha permitido incrementar nuestro conocimiento 

sobre las poblaciones microbianas con potencial para degradar fucoidanos presentes en 

sedimentos de Bahía Ushuaia. Se identificaron secuencias que codificarían para enzimas 

fucoidanasas de las familias GH107 y GH168, y se corroboró la actividad en la enzima 

#113643 frente a fucoidanos de M. pyrifera. No obstante, dada la alta especificidad de 

las enzimas fucoidanasas y la gran heterogeneidad estructural de los fucoidanos, resulta 

necesario continuar con los estudios de la especificidad de sustrato de las enzimas 

putativas identificadas, como así también de las propiedades biológicas de los fuco-

oligosacáridos generados. 
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1. La metodología de extracción de fucoidanos aplicada a las especies M. pyrifera y 

U. pinnatifida permitió obtener fucoidanos con alto contenido de fucosa y de 

ésteres sulfato, siendo estos últimos de gran relevancia en la actividad biológica 

de los fucoidanos. 

2. El fucoidano de U. pinnatifida presentó características de un galactofucano 

sulfatado, es decir, una composición basada principalmente en los azúcares 

fucosa y galactosa, y a su vez, con presencia de sustituciones de grupos sulfatos. 

Los fucoidanos de la especie M. pyrifera extraídos en este trabajo de Tesis 

estarían conformados principalmente por fucosa (80 - 86 %) e importantes 

porcentajes de grupos sulfato (23 – 28 %). Los análisis estructurales de la fracción 

F4LAM sugieren que los fucoidanos contienen principalmente α-L-fucosas con 

enlaces α-(13)- con unidades 4-O-sulfatadas y disulfatadas en posiciones 2 y 4; 

y regiones con residuos de fucosa enlazados en posición 4 dentro de un sistema 

alternante 1,3/1,4. 

3. La búsqueda de secuencias homólogas a las familias CAZy GH107 y GH168 

mediante HMMs en un set de datos metagenómicos proveniente de un 

ambiente con una alta diversidad microbiana, los sedimentos intermareales de 

Bahía Ushuaia, permitió la identificación de una gran diversidad de secuencias a 

partir de esta comunidad microbiana, expuesta a condiciones extremas. La 

presencia de cantidades significativas de biomasa de algas pardas en los 

sedimentos podría favorecer la selección de organismos con la capacidad para 

asimilar fucoidanos. 

4. Las secuencias identificadas pertenecerían en su mayoría a organismos del 

phylum Planctomycetota, seguido de Actinomycetota para secuencias 

homólogas a miembros de la familia GH168. Hasta el momento no se ha 

reportado la expresión y caracterización de enzimas fucoidanasas provenientes 

de miembros de estos grupos taxonómicos. Los resultados de este trabajo de 

tesis doctoral indican que existirían miembros de la comunidad microbiana con 

capacidad de degradar fucoidanos, que podrían ser de gran relevancia en los 

sedimentos marinos de Bahía Ushuaia.   

5. Los genes que codificarían para enzimas sulfatasas fueron abundantes en el 

contexto genómico de las secuencias putativas a fucoidanasas en ambas familias, 
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principalmente en aquellos fragmentos genómicos que pertenecerían a 

organismos del phylum Planctomycetota. 

6. La expresión heteróloga de las cuatro secuencias seleccionadas a bajas 

temperaturas resultó clave en la obtención de una alta producción de proteína 

souble. 

7. La enzima #113643 identificada en el metagenoma de Bahía Ushuaia presentó 

una alta actividad fucoidanasa frente a los fucoidanos purificados a partir de 

distintas partes del talo de M. pyrifera, exhibiendo actividad en un amplio rango 

de temperaturas, salinidad y pH en breves períodos de incubación.  

8. Los análisis estructurales de los oligosacáridos de bajo peso molecular obtenidos 

de la actividad de #113643 frente a fucoidanos de M. pyrifera indicaron que los 

productos de bajo peso molecular son oligo-fucoidanos de 3, 6 y 7 unidades de 

fucosa mono- y disulfatadas. Sin embargo, los análisis estructurales no resultaron 

concluyentes para definir que tipo de enlace glicosídico sería el blanco de acción 

de esta enzima, u otra característica estructural relativa a su especificidad. 

9. La enzima fucoidanasa #113643 presenta un alto potencial biotecnológico, 

pudiendo ser aplicada para la generación de oligosacáridos con potenciales 

aplicaciones biomédicas como así también como una herramienta para la 

elucidación de la estructura fina del sustrato.  
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