AEEORE NECTONGT SV g i

=D :«igg— UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
PR R DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

CARACTERIZACION PARCIAL DE LA ENZIMA
GLUCO-CINASA DE Streptomyces peucetius var.
caesius ATCC 27952.

T k S | S

_ QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
B I O L O G A
P R E S E N T A

MARTINIANA :CHOLULA SACRAMENTO

DIRECTOR OE TESIS: DR, GLILLERMO AGUILAR OSORIO.
%\:‘fd'i{‘si‘iﬁf A

oy VU jih)
%ﬁ MEXICO, D. F,
TESIS CON
BFACULTAD D13 CIENCIAY Sh
FALLA DE ORIGEN SECCION BSSOLAR. T
YIS ‘)

t 1998,




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



VNIVERADAD NACIONAL
AVENMA. DE
MExcp

M. en C. Virginia Abrin Batule

Jefe de la Division de Estudios Profesionales de la
Facultad de Ciencias

Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo de Tesis: Caracterizacién
Parcial de la enzima Gluco-cinasa de Streptomyces peucetius

var, caesjus ATCC 27952

realizado por Cholula Sacramento Martiniana

con ndmero de cuenta B8955245-4 | pasante de la carrera de Biolegia

Dicho trabajo cuenta con nuestre voto aprobatorio,

Atentamente

Director de Tesis Pr.Guillermo Aguilar Osorio.
Propietario

Propieario Dra. Clara Esquivel Huesca.

Propietario Dra. Diana E. Aguilar Lebn.

S‘{Plem‘" Q.F.B. José& Luis Silencio Barrita,~

Consejo Departamental de Biplogfa
P = P 28 LG A

Dra., Edna Maria Suarez Diaz.
v CTAMENTE

(o BICLOGEA



Este trabajo se llevé a cabo en el laboratorio de Fisiologia de Hongos
Fitamentosos del Departamento de Alimentos y Biotecnologia de la
Facultad de Quimica, de la Universidad Nacional Auténoma de
México, bajo la direccion del Dr. Guillermo Aguilar Osorio y con el
apoyo del proyecto DGAPA IN 204993.



Agradezco a;

Dr. Guiltermo Aguilar Osorio
Dr. Sergio Sanchez Esquivel
Por sus valiosos comentarios para la realizacidn de este proyecto.

Gracias al jurado integrado por :

Dr. Guillermo Aguilar Osorioc

Dra. Clara Esquivel Huesca

Dra. Diana E. Aguilar Ledn

M. en C. Maria Cristina Treje Solis
Q.F B. José Luis Silencio Barrita

Por su evaluacion rapida de este trabajo y por todos sus comentarios.



Dedico este trabaijo :

A mi Madre.
Por su mejor gjemplo, comprension y apoyo.

A mi hermana.
Por su gran apoyo en todos los aspectos.

A mi cufiado, sus papds y mis sobrinos.
Con carifio.

Para Alejandro
Por las palabras alentadoras en los momentos dificiles.



Agradecimientos

Con mi mayor gratitud al Dr. Guillermo Aguilar y a Blanca por la paciencia y
comentarios en la realizacion de este trabajo.

Agradezco al Dr. Sergioc Sanchez Esquivel por su gran apoyo brindado en este
trabaioc.

Gracias a mis compaferos y amigos. Luis, Blanca Rosa, Norma, Berenice,
Leonardo, Marco Antonio, Pablo, Idalia, Rosy., Kenia, Angélica, Irma, Gaby,
Gonzalo, Lourdes J., Tere, Miriam, Juanita, Andrdmeda, lleana, Raquel, y en
especial Alette Ortega por su amistad y colabaracion en el trabajo.

Agradezco muchisimo a la Dra. Amelia Farrés y alumnos por el gran apoyo
brindado en fa realizacion de este trabajo.

Agradezco al ingeniero Abel Blancas por ¢l apoyo durante la fermentacion en ia
planta pitoto en Biomédicas.

Gracias a la Profra. Ma. Eve Uribe por su impulso y motivacion

{racias al Lic. Pablo Marentes por todos sus consejos y amistad durante todo
mi trayecto como estudiante.

Gracias al Pintor Domingo Biock y Manuela por sus consejos y amistad.

Gracias a mi prima Paula y familia por ia hospitalidad y apoyo que me brindaron.



AMPC
ATP
G6P
G-6PDH
NADP
NADPH
PBS
PTS
PEP
Tris
YMG

Khz

mivl

ml

nm

ABREVIATURAS

Monofosfato de adenosina ciclico (1)
Trifosfato de adenosina (1)
Glucosa-6-Fosfato
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato ( forma oxidada ) (1)
Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato { forma reducida ) (1)
Amortiguador de fosfatos salino (1)
Sistema Fosfotransferasa (1)
Fosfoenolpiruvato (1)
(Hidroximetil) aminometanc
Extracto de malta, extracto de levadura y glucosa (1)
Kilohertz o kilociclos
Mol
milimolar
Normal
mililitro

nandmetro

(1) por sus siglas en ingiés



CONTENIDO

RESUITIBI. ..ot e e 4 et be et et e ee e~ etk e e e eeeeeseaneeenes 1
INTROBUGCION L. s ettt 2
Caracteristicas de [0s actinomycetos............ . . oo 6
Importancia de estos Microorganismas. ... e, 8
Represion catabolica por QIUCOSE. ... . oot 12
Antecedentes de la represion catabdlica en Strepfomyces y su
diferencia Con OtroS DrGANMISMOS.....ccoiiviir it ee ettt e s s s entee s eaiaeees 14
ENZIMas CINGS8S..... oot e e e s 16
Importancia fisiolégica de la gluco-CiNasa..........occoee + oiiviieviscniie e 18
Transporte de GIUCOSE. .. ...t et e reer e s et et 20
OBUETIVOS et 22
Estrategia de trabajo............c. oo o i e e 23
MATERIALES Y METODOS
Y el goTo o] £11-1 oo SO U OSSP UPRPRP 24
Medios y condiciones de CUltivo......... .. cooies i e 24
Métodos analiticos........ . . i i e e e 25
ROMPIMIENtO GaIUIAN ...t i s e e e 26
Actividad de la gluco-cinasa de S. peucez‘.'us ................................................ 27
Precipitacion de la enzima con sulfato de amonio... . ... 29
Caracterizacion de la gluco-cinasa,

Cinética de Michaelis Mante. ........ocoooi i e+ i e 30

Estabilidad alatemperaturay pH. ... i e 30

Temperatura ¥ PH OPtMIOS. .oovis i« e it e e, 31

RESULTADOS Y DISCUSION

Cinética de crecimiento y produccion de la gluco-cinasa de Strepfomyces

PEUCEBHLS (..o e e e 32
Caracterizacion enzimatica de la gluco-cinasa
Estabilidad al pH y fatemperatura..... ... o L s 42
Temperatura OPHMAL....... . oo e e i e e+ e - e 44
PHOPUME o e e e teeeie e erteeies n e et e e 44
Cinética Michaelis-Manten. . ......iiis s e 46
CONCLUSIONES. ...t i ceeeiir — e tiiee + tteas + revtie e aenveineaenns 50

BIBLIOGRAFIAL ... ot it et e e = e 52



RESUMEN

La cepa de Strepfomyces peucetius var. caesius ATCC 27952 es un
microorganismo productor de antibidticos. Se ha reportado, que la represion
catabolica por glucosa afecta negativamente [a sintesis de antraciclinas y se ha
prapuesto que fa gluco-cinasa esta involucrada en este tipe de represion. Esta
enzima es constitutiva y tiene la funcidn de transferir un grupo fosfato a ia
glucosa en la via de la glucdlisis.

Por lo gue se consideré importante establecer las condiciones para [a
caracterizacion de la gluco-cinasa de Strepfomyces peucetius, con la finalidad
de encontrar las condiciones éptimas para una futura purificacion.

Se determind el efecto sobre el crecimiento del microorganismo en las
concentraciones 0.4, 1.0 y 2.0% de glucosa. No hubo variacidn en el
crecimiento en las tres concentraciones, pero la actividad en 0.4% fue entre 15
a 20 % menos que en las de 1 y 2 %. Para la caracterizacién parcial se llevé a
cabo una fermentacion de 10 litros con 1 0% de glucosa. Con el rompimiento del
micelic por motienda con hielo seco y acetona condujo a una mayor liberacion
de proteina y mejor actividad de la gluco-cinasa que por sonicacion Para la
concentracion de la enzima se precipitd con sulfalto de amonio al 80% de
saturacion, en el cual, se obtuvo un rendimiento de 92% de actividad de la
enzima y un 55.5% de {a proteina recuperada con respecto al exiracto
enzimatico sin precipitar. Al extracto enzimético concentrado se le determino el
pH dptimo, y fue de 7.5 en fosfatos y en Tris-malato. La temperatura optima de
la gluco-cinasa fue de 50°C. Se observé que la enzima es estable en un
intervalo de pH 6.5 a 7.5 durante 24 h a 0°C. La mayor estabilidad térmica fue a
40°C. valores de Km y Vmax fueron 843 mM y 43535 pumol/mi/min,

respectivamente.



INTRODUCCION

Las enzimas son compuestos organicos de naturaleza proteica que actdan
como catalizadores de todas las reacciones quimicas que se llevan a cabo en
los seres vivos, 1.as enzimas tienen la peculiaridad de ser muy especificas en su
accidn, y actuar sobre una reaccion en particular, ademas, requieren
temperatura, pH y presidon moderados.

En su habitat natural, las células microbianas se enfrentan a una diversidad de
fuentes potenciales de energia. La supervivencia de una especie en este
ambiente competitivo, ha sido posible gracias a la gran capacidad para
adaptarse a su medio {Joklik et al.,1991). Los microorganismos producen fa
maquinaria enzimatica para la degradacién de una amplia gama de compuestos
organicos. La sintesis de esta maquinaria enzimatica se encuentra regulada por
mecanismos que responden directa e indirectamente al medio ambiente. Uno de
ellos es la inducoidon enzimdatica, por este mecanismo |a sintesis de aigunas
enzimas, reguieren de la presencia de un sustrato especifico para que sea
degradado (Robertis y Robertis, 1989). Otro mecanismo de control, es la
represion catabolica, en este, la sintesis enzimatica se suspende cuando se le
ofrece al organismo energia facilmente catabolizable, por ejemplo, glucosa. La
represion catabdlica involucra a la molécula monofosfatc de adenosina ciclico
(AMPc), que estimula la sintesis de un gran nimero de enzimas y que es
necesaria para la sintesis de ARN mensajero, esto se ha observado en
Escherichia cofi (E. coli) (Lehninger, 1985). En el genero Strepfomyces, este
mecanismo no responde a cambios de concentracion del AMPc, y se ha
propuesto que probablemente fa enzima gluco-cinasa participe en la represion

catabdlica (Hodgson, 18980 }.



Tabla 1. Clasificacién de las enzimas con ejemplos de cada grupo.

Clases Tipo reaccién Reaccién catalizada

1.- OXIDOREDUCTASAS  Alcohol deshidrogenasa

NAD™ NADH + H* O
{Oxidacion con NAD) CHACH,OH N . CH, _c®
b
H
Etano! Acetaldehido
CH,0H CH,OPO,3*
O
. OH ATP ADP O,
2- TRANSFERASAS Gluco-cinasa N ~ OH
{Fosforitacién) HO
H OH
D-Glucosa D-Glucosa- 6-fosfato
Tﬁ- ] c") F!‘n HQO ) Rn—- i ?n
—¢ Nomn § e C— N— cizmcoo‘ -~ _nlj—?mcoo— - H-,Nw(‘:HCOO'
i i [ '
3- HIDROLASAS Carboxipeptidasa VI VY . HOH H
{Rompimiento en €l enlace peptidico) ‘
C-ter_mlnall Polipéptido Residuo
del polipéptido acortado C-terminat
4.-LIASAS Piruvato descarboxidasa 0 o
I I I
{Descarboxilacién) “00C~C—CHy + H* —+ CO, + H—C—CH,
Piruvato Acetaldehido
5.- ISOMERASAS Maleato isomerasa 'OOC\C _coo ooc M
==} e -
Cis-Trans lsomerizacion / N = C==C
( ) H H H/ \COO
Maiato Fumarato
B-LIGASAS Piruvato carboxilasa o TP AGP + P, e
T Il ]
(Carboxilacion) ~nne & cu, + CO, - + “00C —C CH, — COO
Piruvato Oxoioacetato

Fuente: Mathews and Van Holdz,1990.



Tabla 2. Masa molecular y composicion cligomérica de algunas cinasas

Enzima Origen Composicion Masa molecular
Cligomérica (KDa)
Hexotinasa Tejido de mamifero Mondmero 100
Gluco-cinasa Higado de mamifero  Mondmero 50
Gluco-cinasa Zimomonas méhbilis Dimérica 66
Bacteria, Gram
negativa
Fructo-cinasa Zimomonas mobhilis Dimérica 66
Fosfofructo-cinasa Muasculo de conejo Tetramero 40
PEK
Fosfoglicerato- Muisculo de conejo Maonémero 64
cinasa FGK
Piruvato-cinasa Muasculo de conejo Tetramero 57
3-Deshidrocinasa Streptornyces Multimérica 16-18
coglicolor (S.
coelicolor)
PEF Carboxi-cinasa Higado mamifero Mondmero 70
3-Deshidro-cinasa E. coli Dimérica 27

Fuente: Voet, 1892; Scopes, 1885; White, 1990 y Horton, 1993.



CARACTERISTICAS DE LOS ACTINOMICETOS

t.os actinomicetos son bacterias miceliaies o filamentosas y ramificadas. Sus
hifas son de didmetro inferior que aquellos que estan dentro del reino fungi, y
estan distribuidos ampliamente en la naturaleza. Se encuentran principaimente
en el suelo, en donde actian en la descomposicidén de la materia organica. Otra
de las caracteristicas de los actinomicetos, es que algunos pueden formar
micelio dentro del sustrato o solamente aéreo y otros formar micelio tanto en el
sustrato como aéreo.

Los actinomicetos eran agrupados por los bacteridlogos como bacterias y los
micélogos los consideraban dentro del reino fungi, pero en la actualidad fos han
agrupado como bacterias gram positivas, no tienen nuicleo, la mayoria son
sensibles a la lisozima, a pH acido y a los agentes antibacterianos a simiiitud

con las bacterias flageladas (Sykes and Skinner, 1973).

Las caracteristicas del género Streptomyces.

Los estreptomicetos son bacterias gram positivas, aerobias y tienen un
crecimiente filamentoso. Ei didmeteo de la hufa es de 0.7y a 0.8y, algunos tienen
fas hifas cortas, con poca o mucha ramificacién. Estos microorganismos se
reproducen por medio de esporas o por fragmentos del micefio. Las esporas ©
conidias se forman de hifas especiaies del micelio aéreo que se comportan
como esporas o espordforos; que pueden tener forma monopoedial, de ramillete
o verticilios.

Las hifas que presentan la esporulacion pueden ser rectas o curvas, el intervalo
de la curvatura va de simples ondulaciones a espirales perfectos; el cual puede
ser compacto, conglomerado, largo o abierto. Las esporas pueden ser planas,
verrugosas, espinosas, o afelpadas. El crecimiento de Streptomyces puede ser

en forma de manchas o circulos concéntricos y el micetio aéreo puede estar
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fuertemente pigmentado dependiendo de las especies y de fa composicion del

medio en placa (Waksman, 1961) asi como se muestra en la (fig. 2)

Los microorganismos del género Strepfomyces tienen 3 papeles importantes en
el suelo:

1.-Descomposicion de la materia organica.

2.-Su efecto en la estructura, es decir, une particulas de arcilla por medio de las
hifas, esto hace que e! suelo sea granular, por lo que conduce a cosechas mas
productivas.

3.- Le dan olor al suelo, debidoc a la gran produccién de sustancias volatiles.
Tales organismos parecen ser comunes, en suelos aridos de las regiones mas
célidas del mundo. La mayoria de estos microorganismos no son patogenos,
solo algunas especies contaminan algunas plantas y productos de animales, por
elemplo Streptomyces scabies es patégeno de Ia papa y otros mas han sido
aislados de infecciones de animales y humanos. Pero estos parecen ser mas
oportunistas gue patdgenos {Sykes and Skinner, 1973).

Otra caracteristica de estos microorganismos es gue son nufricionalmente
versatiles, ya que pueden utilizar una amplia variedad de compuestos organicos
solubles como fuentes de carbono y energia. También son capaces de utilizar
polimeros muy compiejos como latex, quitina, lignocelulosa y péptido glucano
(Stainer, ef al 1986).

Ciclo de vida

Ef ciclo de vida de Streptornyces incluye dos fases diferentes: crecimiento del
ricelio (estado vegetativo) y ia esporulacion (fig. 2).

La germinacién de las pequeiias esporas inmoviles bacilares u ovaladas dan
lugar a un crecimiento miceliar, produciendo cada una de las esporas de 1 a 4
hifas separadas de 0.5 a 1um de didmetro. El alargamiento y ramificacion de las

hifas del micelio hace que la colonia sea firme, compacta, lisa y humeda, Este
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micelio va a estar dentro del sustrato, Después surge el micelio aéreo mas laxo
sobre la superficie de la colonia y las hifas estan rodeadas de una capa
adicional de pared llamada vaina Fig. 3 (Stanier, 1986).

IMPORTANCIA DE ESTOS MICROORGANISMOS

Estos microorganismos pasan por diferentes estadios morfoldgicamente
diferentes. Cuando los microorganismos entran en la fase estacionaria,
comienzan a producir una gran variedad de metabolitos secundarios de un gran
espectro de actividades biofogicas, como son: antibioticos, inmunosupresores e
insecticidas, lo cual hace gue estos organismos sean interesantes para la
industria y la ciencia (Kwakman and Postma, 1994). Estos organismos se
distinguen por la sintesis de numerosos antibidticos ya que producen el 60% de
los 600 antibidticos conocidos, ademas de enzimas exfracelulares como
celulasas, xilanasas, ligninasas, amilasas, lipasas, y nucleasas. También
producen una gran variedad de pigmentos de rojo a azul, de naranja a amarillo y
de pardo a negro. Por ejemple S. coelicolor produce dos pigmentos, la
undecilprodigiosina acumulado durante la fase de crecimiento exponencial y la
actinorrodina que se acumula durante la fase gstacionaria de crecimiento (Glyn,

1990).
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Las daunomubicina y doxorrubicina son importantes comercialmente como
antibiéticos, porque principalmente afectan a las bacterias gram positivas y sélo
en algunos casos a gram negativas (Vanek et al 1977). La daunorrubicina fue
aislada en 1963 de Streptomyces peucetius (S. peucetius ), y la doxorrubicina
fue aislada en 1969 también de S. peucetius. Estos dos antibidticos se
consideran como las mejores antraciclinas usados clinicamente en los E.U. para
el tratamiento de neoplasias.

Se ha observado que algunos metabolitos secundarios se reprimen cuando la

glucosa es a fuente de carbono (Shapiro, 1989) Tabia 3.

Tabia 3. Algunos metabolitos secundarios producidos por el género Streptoryces ¥

algunos metabolitos reprimidos por glucosa.

Microorganismo Metabolito Metabolito secundario
{antibidtico y prgmento) reprimido por glucosa.
S. peucetius daunorrubicina y adriamicina

doxorrubicina
pigmento actinorrodina
S. coelicolor metilenomicina
actinorrodina
undicilprodigiosina

S. ambofaciens espiramicina

S. antibioticus actinomicina actinomicina
S. lavendulae estreptoricina clortetraciclina
8. aureofaciens aureomicina

8. venezuelae cloranfenicol

Fuente: Shapiro, 1989.
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REPRESION CATABOLICA POR GLUCOSA

Durante las tres décadas pasadas, la investigacién en el género Streptomyces
se enfoco en la produccion de metabolitos secundarios y su biosintesis, pero en
la actualidad se tisne un gran interés scbre la represién catabdlica, que se
puede definir como un fenomeno natural, en la cual hay una represion de la
actividad enzimatica por la presencia de un catabolito en el medio (Kwakman
and Postma, 1984),

La regulacion catabdlica por carbono representa un fendmeno ampliamente
distribuido en fos sistemas microbianos, que resulta de la utilizacién organizada
y secuencial de las fuentes de carbono presentes en el medio de crecimiento.
Dentro de los compuestos que se conocen mas efectivos para ejercer esta
forma de control, se encuentra la D-glucosa Este hidrato de carbono se usa
eficientemente para el crecimiento de los microorganismos y ademas puede,
prevenir la utilizacion simultdnea de una segunda fuente de carboneo. Por o
tanto la regulacién de la fuente de carbono responde en general a un fendmeno
de represién. Por ejemplo, se han hecho estudios en £. coli, que cuando en el
madio existe lactosa y no hay glucosa, el inductor se une al represor y este se
libera del operador, permitiendo la transcripcion de los genes lac y la sintesis de
las proteinas que degradan tactosa (lac). Cuando en el medio estan presentes,
simultaneamente, la glucosa y la lactosa, E. coli solo utifiza a la glucosa, y la
lactosa permanece nalterada; es degcir, las células no sintetizan mas proteinas
lac, entonces a la represion de estas proteinas por parte de la glucosa se le
[tama represion por catabolitc.

También se ha observado en £. coli, que el monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc) se utiliza como mensajero para indicar si hay o no glucosa disponible
como combustibte celutar. Las células de E£. coli contienen la enzima adenilato
ciclasa que produce AMPc apartir del ATP. Cuando la concentracion de glucosa
es elevada y adecuada para las necesidades de la célula, la concentracion

intracelular del AMPc es muy baja Por el contrario, cuando la concentracion de

12



la glucosa disminuye, e! nivel del AMPc aumenta debido al incremento de la
actividad de la adenilato ciclasa y al descenso de la actividad de la
fosfodiesterasa. Asi el AMPc formado se une a la proteina activadora de
catabolito (CAP) dando fugar al complejo CAP-AMPc y este se enlaza a su vez,
al centro CAP del promotor. S6lo cuando el centro CAP estéd ocupado, de este
modo, puede unirse RNA polimerasa al centro de inictacion y asi iniciar la

transcripcion de los genes lac en mRNA {fig. 4).

Represién catabolica

(a) Promotor Operador _ Sefial de iniciacion
{i [CAP E [y fa ]

Centro de entra
par la RNA polimerasa

L]

[ 1 [z ly [a ]
Direccién de la transcripcion
polimerasa Complejo
repersor-inductor
{c) Promotor Operador
Li [z ly [a ]
Represor
@5
Polimerasa

Fig.4. a) Regiones de control del operdn lac. El centro CAP (proteina activadora del
catabolito) presente en el promotor puede unir al complejo CAP-AMPgiclico, pero no a
la molécula CAP libre. La RNA polimerasa sélo puede unirse en su centre de entrada
cuando el CAP estd ocupado. El represor sélo puede enlazarse al operador en
ausencia del inductor.

b) Los genes del operdn lac cuando las células disponen de lactosa y no tay glucosa,
c) Cuando hay glucosa en el medio no se produce AMPc, la proteina CAP es incapaz
de unirse al operador. La RNA polimerasa no se puede unir por tanfo los genes lac no
son transcriptos (Lehninger, 1985)
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ANTECEDENTES DE LA REPRESION CATABOLICA EN Streptomyces Y SU
DIFERENCIA CON OTROS ORGANISMOS

El mecanismo responsable de la represion catabdlica es muy complejo y varia
dependiendo del sistema bioldgico, por ejemplo: en |a levadura Saccharomyces
cerevisiae, la represidn por glucosa involucra varios activadores
transcripcionales y represores. Se ha propuesto en esta levadura un mecanismo
de fosforilacion en cascada con la participacidén de hexocinasa pll como enzima
clave para iniciar la reaccion (Trumbly, 1992). En otros organismos como E. colf
que se ha descrito anteriormente, su sistema de regulacion catabdlica es
diferente al de Bacillus subtlilis (Gram positiva), aunque también presenta el
sistema fosfotransferasa (PTS), pero no se ha podido detectar el AMPc (Setiow,
1973), por lo que es poco probable que esta molécula participe en el fendmeno.

Ademés de regular la utilizacion de fuentes de carbono, la represion catabdlica
ha sido también observada como una forma de control en la sintesis de
metabolitos secundarios (Doull, and Vining, 1990). Por sjemplo, los metabolitos
sensibles a esta forma de regulacion son. los pigmentos microbianos, toxinas y
antibidticos (tabla 3).

Este fendameno también se ha estudiado en el género Strepfomyces y se ha
observado que la glucosa afecta la expresion de genes involucrados en la
utilizacién de fuentes de carbono (Delic, et al. 1992), (Robbins, ef al. 1992) e
inclusive se han seleccionado mutantes insensibles a esta accién (Sanchez and
Quinto, 1975), (Hondgson, 1982}.

El mecanismo de regulacién por glucosa, por lo gue se sabe en el genero
Streptomyces no posee el sistema PTS, antes mencionado para E. coli y B
subtilis (Dijkhuizen, 1992) y ademas, se ha observado que los niveles de AMPc,
no varian con respuesta a los cambios en la fuente de carbono del medio
(Hodgson, 1980). Sin embargo, desde hace algunos afics, se ha sugerido la

participacion de fa enzima gluco-cinasa como la responsable de esta accion, ya
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gue mutantes insensibles al efecto presentaron dicha actividad alterada
(Hodgson, 1982).

Como se sabe, la glucocinasa es fa responsable de {a fosforilacidn de la
glucosa {primera reaccion de la glucdlisis). De tal manera que su alteracion en
las mutantes resultaria en una disminucion de los niveles intracelulares de la
glucosa-6-fosfato. Por lo tanto no podria llevarse a cabe el fendomenc de
represidn (Angell, ef al. 1992).

En esta misma linea experimental, pero trabajando el modelo biologico, a S.
peucetius var. caesius. Se ha establecido que la D-glucosa previene la
utilizacion de las fuentes de carbonc como la lactosa y glicerol, ademés, reprime
la sintesis de un metabolito secundario (adriamicina). As/ mismo, se aisld
mutantes, v se observé que la mayoria poseia poca o nula actividad de la gluco-
cinasa en tales mutantes, capaces de utilizar diversas fuentes de carbono en la
presencia de glucosa. Al determinar la actividad de la gluco-cinasa en tales
mutantes, se observd que la mayor parte de las mismas posee poca o nula
actividad en la enzima, resultados que coinciden con fos estudios de Hodgson,

1982.

Por Io tanto ta ausencia de variacion en [os niveles de concentracion del AMPC
con respecto a los cambios de fuentes de carbono en Strepfornyces es diferente
de E. cofi (Sier, 1891),

Las protefnas envueltas en la fosforilacidn de la giucosa son frecuentemente
regulados de ciertas fuentes de carbono (Kwakman and Postma 1994). La
glucosa reprime la expresion de muchos genes envueltos en la utilizacion
alternativa de fuentes de carbono por S. coeficolor y Ia deficiencia del sistema
fosfotransferasa (PTS) dependiente de fosfoenolpiruvato (PEP) en
Streptomyces violacearuber (Sabater ef al 1972) y en Sireptomyces
aureofaciens {(Novotha and Hostalek, 1985) .

Por lo tanto, los estudios que se han realizado con levaduras Saccharomyces

cerevisae y algunas gram negativas £ col, Kiebsiella pneumoniae, y Salmonella
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y gram positivas, Bacillus subtilis y S. coeficolor. Eflos parecen tener mecanismo
diferente de represion por glucosa que en S. coeficofor. Por lo que la gluco-
cinasa es responsable de la fosforilacidon de la glucosa, parece jugar un pape!
central en la represién de glucosa ambos a nivel de transcripeion y a nivel de

induccidn exclusian (Kwakman and Postma,1994).

ENZIMAS CINASAS

Una cinasa es una enzima que transfiere grupos fosfatos entre el ATP y un
metabolito que actla como aceptor de un grupo fosfato, en una cinasa
determinada viene identificado por el prefijo del nombre de la cinasa como se
observa en la (Tabla 2). La hexocinasa es una enzima inespecifica que se
encuentra en todas las céiulas y cataliza la fosforilacidn de hexosas, como la D-
glucosa y la D-fructosa. La gluco-cinasa la encontramos en procariontes y
animales, en éstos Ultimos esta en células del higado que cataliza una misma
reaccion aunque de forma especifica para la glucosa e interviene en el
mantenimiento de los niveles de glucosa en la sangre, como un segundo
sustrato, que es un requerimiento esencial para ia actividad enzimatica, y éste
es el complejo Mg'*-ATP, inclusive el ATP libre es un potente inhibidor

competitivo de 1a hexocinasa.

Cinética y mecanismo de la reaccién de la hexocinasa.

La hexocinasa posee un mecanismo al azar, en ¢l que |la enzima forma un
complejo ternario con la glucosa y el Mg 2-ATP antes de que tenga reaccion el
Mg*, al formar el complejo con los atomos de oxigeno del grupo fosfato, se cree

que esconde sus cargas negativas, haciendo asi mas accesible el atomo de
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fosfato, al atagque nuclecfilico del carbono (8) OH de la glucosa asi como se

muestra enia (fig. 5).

“t.z‘ Ell
o 0" o (—Cliy
I N LT
—Q-PQ—P—0-LDP—0" H O H
[ I 1 H
0 0 0 OH H
OH
H OH
ATP Glucosa

Fig. 5. El ataque nucleofilico del grupo C (6) OH de la glucosa sobre el fosfato y de un
complejo Mg™-ATP. La posicién de ion Mg™ favorece fa funcidn de esconder grupos
cargados negativamente del ATP (Voet and Voet, 1980).
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IMPORTANCIA FISIOLOGICA DE LA GLUCO-CINASA.

La via de la glucdlisis es la via metabolica por {a que la mayorfa de las formas
de vida degradan la glucosa a dos moléculas de piruvato con la produccion neta
de dos ATPs.

La glucosa entra en la mayoria de las células a través de un transportador
especifico que la translada del exterior de la célula hasta el citosol; las enzimas
de la gucdlisis estan situados en el citosol, donde estéan poco o nada asociados
a las estructuras celulares como las membranas y, al parecer, no forman

complejos crganizados entre sl.

Estrategia de la glucdlisis

1.- La adicion de grupos fosfatos a la glucosa, a través de catalizadores como
las cinasas.

2.-La conversion guimica de los intermediarios fosforilados a compuestos con
potencial de transferencia de grupo fosfato elevado.

3.-Acopfamiento  quimico de la hidrélisis subsiguiente de las sustancias
reactivas en la sintesis de ATP.

La glucolisis presenta 10 reacciones enzimdticas, al principio consume ATP
para sintetizar compuestos fosforilos en las reacciones 1 y 3 pero en las

reacciones 7 y 10 se regeneran (fig.6).

18



Glucosa

ATP’D Mg *
ADP ¥ Hexocinasa

glcuosa-6- fosfato { GBP)
Fosfoglucosa isomerasa
2| | G

r

Fructosa - 6-fosfato (F6P)
ATP Mg %
ADP ;
Fosfofructo cinasa
Fructosa 1- 6-bifosfato (FBP)

4 [l Aldolasa
+

GAP_ ™" DHAP

5 Triposfato isomerasa (TIM)

Pi+NAD-_ 1 Gliceraldehido- 3- fosfato
NADH, . 6 Deshidrogenasa
+H+ ¥ (GAPDH)
1,3 bifosfato glicerato (1,3-BP6)

ADP 1 Fosfoglicerato cinasa

ATPD ! Mg

3- fosfoglicerato {3p6}

Fosfoglicerato mutasa
8 + (PGM)

2- Fosfoglicerato {2 PG)

H.O
L 4 Mgz+

Enolasa

Fosfoenolpiruvato (PEP)

ADP ~— Mg® K
ATP D Piruvato cinasa

o~

Piruvato

Fig 6. Via de la glucélisis (Voet, 1990).
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TRANSPORTE DE GLUCOSA

La traslocacién de grupo es una variacién del transporte activo impulsado por el
ATP, que usan las bacterias gram-negativas para importar determinados
azicares; difiere del transporte activo en que las moiéculas transportadas son,
al mismo tiempo, modificadas quimicamente. Uno de estos gjempios, que es
muy estudiado es el sistema fosfotransferasa (PTS) dependiente del
fosfoenolpiruvato (PEP) de E. coli, descubierto por Saul Roseman en [964. En
donde el PEP es un dador de fosfato de alta energia para ta sintesis de ATP en
la reaccion de la piruvato-cinasa de la giucdlisis.

EL. PTS transporta y fosforila azlcares, simultdneamente. Puesto que fa
membrana celular es impermeable a los azlcares-fosfato, una vez que han
entrado en la célula, permanecen aili. El sistema PTS esta constituido por dos
protefnas citoplasmaticas, la enzima El y Hpr, éstas participan en el transporte
de dos azlicares y otras dos preteinas gue son especificas para los azdcares
que se muestran en la (fig. 7). De este modo, el transporte de la glucosa es
_ impulsado a través de la fosforilacion exergénica indirecta por medio del PEP.
El sistema PTS es eficiente desde el punto de vista energético, ya que sélo se
requiere un equivatente de ATP para el transporte y la fosforilacién. Cuando las
etapas del transporte activo y la fosforilacion de glucosa se dan por separado

como ocurre en muchas células, se mdrolizan dos ATPs por glucosa procesada.

El transporte de azicar en bacterias esta regulado genéticamente

El sistema PTS es mas complejo que los ofros sisternas de transporte,
probablemente porque es parte de un complicado sistema regulador, que
gobierna el transporte de aziicares. Cuando algunos de los azucares
transportados por el sistema del PTS se encuentra en abundancia, el transporte

activo de los azucares que entran a la célula a través de otros sistemas de
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transporte se inhibe. Esta inhibicion es llamada represién por catabolito, y esta
mediada por la concentracion de monofosfato de adenosina ciclico {AMPc). Este
factor activa la transcripcién de los genes gque codifican para varias proteinas de
transporie de azucar, La presencia de la glucosa da lugar a una disminucion en
la concentracién del AMPc, que a su vez, reprime la sintesis de estas proteinas
de transporte de azlcar. ’

El mecanismo de control de la concentracion del AMPc se cree que reside en
Eill gic. Pero en ausencia de glucosa, esta enzima se acumula en su forma
fosforilada. Se cree que E il gic ~ P activa la adenilato ciclasa provocando
elevadas concentraciones de AMPc. Cuando la glucosa es abundante, la
concentracion de la Elll gfc ~ P en el estado estacionario disminuye, al formarse

la giucosa 6 - fosfato (G-6-P) durante el proceso de transporte mediante el PTS
{fig. 7).

[ntenor Exterior
PP1 + AMPc
ATP
| Fosforilacion 2- Transferencia 3 _ Transferencia
deE I del fosforilo del fosforilo 4 Transporte
pos PEP a HPr a HPr de glucosa

con fosfonlacion
Pimvato K £1 -X ‘X E lug -p .
PEP HPr = zml ;

Glucosa 6-P

Fig.7. Transporte de ghicosa mediante el sistema fosfotransferasa dependiente de
PEP (PTS) y £ | son proteinas citoplasmaticas comunes para todos los azucares
transportadus. L.as E lig y E Il g son proteinas especificas para la glucosa. La
adenilato ciclasa es activa en presencia de E lIl g ~ P (Voet and Voet, 1990}
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Caracterizar la actividad de la gluco-cinasa en extractos celulares de

Streptomyces peucelius var. caesius ATCC 27952

Objetivos particulares:

-Determinar el efecto de la glucosa en el crecimiento de S. peucetius.
-Determinar pH dptimo

-Determinar la temperatura optima.

-Determinar |a estabilidad al pH.

-Determinar |la estabilidad a la temperatura

-Determinar la Km y la Vmax.
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ESTRATEGIA DE TRABAJO

Crecimiento S. peucetius var,
caesius ATCC 27952,

Preinéculo. Medio YMG liqudo
al 1.0% de glucosa, pH 7.2, 48 h,
29°C, 100 rpm.

Matraces. Medio YMG liquido Fermentador. Medio YMG

Glucosa 0.4, 1.0y 2.0%, pH7.2 al 1.0 % de glucosa, 29°C,
29°C, 100 rpm. 4— Fermentacién ——p 200 rpr; glucosa, 29

_._,\
Obtencion de fas céfulas, o
Por centrifugacion y lavado
-ﬂ

al 0 85% NacCi, fosfatos y
acetona,

Molienda. Con hielo seco P Sonicacion a 4 ciclos 20 s con inter-
y acetona. 4 Ruptura del micefio 5 valos de 10s a 20 KHz.

\ Extracto enzimatico.
Eliminacién de fragmentos,
celulares por centrifugacion

a 18 000 rpm a 4°C durante 40
min.

Precipitacién. Con {NH,), 50,.
80 % de saturamén

Dialisis. Con amortiguador de
fosfatos, pH 7.3, 4°C.

.

Determinacion de ias caracteristicas
bioquimicas de la gluco-cinasa.
-Estabilidad a la temperatura y pH.
-Temperatura y pH 6ptimaos.
- Km y Vmax.
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismo

Para realizar el presente trabajo se utiizd la cepa Strepfomyces peucetius
var.caesius ATCC 27952 (American Type Cuiture Collection, USA).

Medios de cultivo

Medio YMG:
Extracto de levadura 0.4 %
Extracto de mailta 1.0 %
Glucosa anhidrida 1.0%

E! medio YMG se le ajusté el pH 7.2 con una solucion de NaOH 2N y se
esterilizo a una temperatura de 121°C por 20 min

Para la conservacion y propagacion de la cepa de S. peucetius var. caesius se
utilizé YMG solido adicionando de agar bacterioldgico at 2.0%.

£n algunos casos se vario la concentracion de glucosa al 0.4, 1.0, y al 2.0 %.

Preparacién del preindculo.

El microorganismo se sembrd en ptaca con medio sélido YMG y se mantuvo
durante 48 horas a 29°C para su crecimiento. Después de ese tiempo se
cosechd el micelio y se resuspendié en matraces Erlenmeyer de 250 ml
conteniendo 50 ml del medio YMG fiquido. Nuevamente se incubaron a la
misma temperatura, tiempo y, con una agitacion constante de 100 rpm, en una

incubadora con control automatico de temperatura {New Brunswick Scientific.
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Edisdn N.J.,USA) De estos matraces se tomaron 20 mi de cultive como indculo
para la siguiente fermentacién en fres matraces de 500 ml conteniendo 200 ml
de medio YMG liquido, en las mismas condiciones de temperatura, agitacion y
durante 96 h.

Posteriormente se realizé una fermentacion de 10 litros, con la finalidad de
obtener la mayor cantidad de biomasa, en una jarra de fermentador con una
capacidad de 14 litros ( New Brunsmick Sci. N.J.,USA).

Para obtener el preinéculo para la fermentacidon se hizo igual que lo
anteriormente descrito, pero se utilizé un matraz de 2 litros con 1 litro de medio
liquido YMG al 1.0 % de glucosa para obtener el preindculo y este se incubd a
29°C con una agitacién de 200 rpm durante 48 horas. Este litro se utilizé para
inocular fos 9 litros de medio YMG en una jarra de 14 litros (fermentador), y se
crecid al microorganismo a la misma temperatura, con agitacidn constante a 300

rpm, flujo de aire de 10L/min durante 120 h.

METODOS ANALITICOS

Crecimiento celular

El crecimiento del microorganismo se cuantificd por peso seco y por la cantidad
de proteina intracelular liberada a través del rompimiento del micelio.

En el transcurso de la fermentacion tanto en matraces como en el fermentador,
se tomaron muestras en condiciones estériles cada 24h, después de tomar la

muestra se midié el pH sin centrifugar.

a) Determinacion del peso seco
Diez mitiitros de las muestras se filtraron a través de un sistema de filtracién
Millipore con membranas de 5.0 um de tamafio de pore, ias cuales fuergn

previamente pesadas, fa biomasa retenida en la membrana se secd hasta
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obtener el peso constante en una estufa a 80°C. Ef filirado libre de células se

recupero para medirle azucares reductores.

b) Determinacion de proteina
La concentracion de proteina intracelular, fue determinada después de romper

fas cétulas, por ef método de Lowry {(1951).

Azucares totales

Para evaluar el consume de glucosa durante el crecimiento del microorganismo,
se midieron los reductares totales

Los azucares totales presentes en el filtrado libre de células, se determinaron
por el método DNS (acido 3,5 - dinitrosalisilico).

En fubos de ensayo se les afiadio 0.1 mi de filtrado, 0.9 mi de agua y 2 ml de
DNS. Por separado a dos tubos de ensayo se les agregd 1 ml de agua, 2 ml de
DNS, v sin filtrado. Posteriormente estas mezclas fueron hervidas por 5 min, y
se les afiadid 10 mi de agua destilada, y en seguida se les determing la
absarbancia a 540 nm.

La concentracidn de los azucares fotales fue calculada utihzando una curva

patrén de glucosa

Rompimiento celuiar

Dado que la gluco-cinasa es una enzima intracelular fue necesario romper la
célula para extraeria y medir su actividad. Asi mismo, se midié la proteina
liberada para evaluar el crecimiento.

El micelio se recuperd y se lavd por centrifugacidn sucesivamente con solucion

salina al 0.85%, con amortiguador de fosfato pH 7.3, can acetona y fosfatos 1:1
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y por Ulitimo solo con acetona Para cada lavado se centrifugd a 18000 rpm por
6 min a 4°C con un rotor JA -20 en una centrifuga refrigerada J2 MC (Beckman).

Para determinar cual era el mejor método de ruptura de las céiulas para obtener

la mejor actividad de la gluco-cinasa, para esto se probaron dos métodos:

a) Sonicacion

En este método se utilizdé micelio resuspendido en amortiguador de fosfatos pH
7.3 y se colocéd en el sonicador ¥ se le dic 7 ciclos de 20 s a 20 Khz (Sonic
Dismembrator 550), con intervalos de descanso de 10 s. Del cual se tomaron
muestras cada 20 s.

Posteriormente las muestras se centrifugaron a 18000 rpm,. durante 20 min a
4°C; y se recuperd el schrenadante vy se determind la concentracion de proteina

y {a actividad de gluco-cinasa.

b) Rompimiento por molienda con hielo seco y acetona

En este método se utitizé micelio, acetona y trozos de hielo seco, se puso en un
mortero y se triturd por 5 min,

El micelio roto se resuspendié en un amortiguador de fosfatos pH 73 y se
centrifugd dos veces a una velocidad de 18000 rpm. a 4°C por 20 min. y se
recuperd el sobrenadantg, a este se le midid la concentracion de proteina y

actividad de la gluco-cinasa. Finalmente el sobrenadante se guardd a 0°C.

Actividad de la gluco-cinasa de Strepfomyces peucetius

La actividad se determind espectrofotométricamente, cuantificando la formacién
de glucosa-6-fosfato (G-6-P). A fravés de medir la reduccion de NADP a 340nm
catalizada por la enzima glucosa-6-P-Deshidrogenasa (G-6-PDH) acoplada
(Angell et al., (1992).
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La gluco-cinasa cataliza la reaccion:

gluco-cinasa glucosa-6-P deshidrogenasa
Mg™
Glucosa + ATP ———» Glucosa-6-fosfato + NADR— . 6-fosfogluconato
+ NADPH

Es decir, al reaccionar la glucosa-6-fosfato + NADP con la enzima glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa, {G-6-FDH). El NADP se reduce en NADPH y este es

medido espectrofotométricaments.

G-6-FDH

Glucosa-6-fosfato + NADP ™ 6 - fosfogluconato + NADPH +H

El sistema de reaccion para medir la actividad de la gluco-cinasa contenia los
siguientes reactives: 7 ml de amortiguadar Tris-HCI 100mM pH 7.0, 1.4 m!l MgCl:
250 mMv, 1.4 ml de NADP 5 mM, 1.4ml de ATP 10 mM y 1.022 ml de agua. De
este sistema se tomo 1.76 mi para cada tubo y se |e afadid o siguiente como s&

muestra en la (tabla 4).

Tabla 4. Ensayo para medir la actividad de la gluco-cinasa.

Reactivos Muestra Blanco
Sistema de reaccién 1768 ml 1.76 ml
Agua e 200
Glucosa 200 mM 200 ui mmmeme
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 4 ul 4l
Extracto enzimatico 50 pl 50 i

l.a absorbancia fue determinada a 340 nm a tos 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140,
160, v 180 segundos. En un espectrofotdmetro (Espectronic 210, Milton Roy).
Los valores de la absorbancia fueron procesados de la siguiente manera.

Al obtener las diferencias de absorbancia con el blance, se calcul6 la regresion

lineal para obtener la pendiente.
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Para calcular la actividad total y especifica se utilizd la siguiente ecuacion:
A=Ebc

A=absorbancia

E=Coeficiente de extincién molar del NADP

h= Longitud de la celda

o= CoNcentracion ..o c=

Celdadecuarzode 1 Cm. .coocriieiinineen E=6.3 [/ mmol / cm.

cambio de abs / min x 10 nmel x 1000 mi

La velocidad de reaccidn =
(6.3 1/ mmol) (1 cm) (1 mmol) 1000 ml.

Precipitacion de la enzima con sulfato de amonio.

Con la finalidad de concentrar la enzima y de separarla de aigunas proteinas
que pudieran dafiarla o interferir en las pruebas bioguimicas de la enzima se
hizo una precipitacién del extracto enzimatico con sulfato de amonio al 80 % de
saturacion a 0°C {Chambers-1993).

Para esto se colocd una cantidad del extracto enzimatico libre de células en un
vaso de precipitado de 100 ml, en bafio de hielo, sobre un agitadér magnético
con agitacion suave, y se le fue agregando poco a poco el sulfato de amonio en
polvo hasta obtener el 80 % de saturacién. Al terminar de afiadirlo, se dejd 60
minutos, en agitacion suave. Para recuperar el precipitado, se centrifugd a
18000 rpm durante 20 minutos a 4°C, con un rotor JA-20 Beckman. Ef
precipitado se resuspendio en un volumen minimo de amortiguador de fosfatos
pH 7.3. Posteriormente se dializé con amortiguador de fosfatos pH 7 3 dijuido 1
100 a 4°C. Después el extracto dializado se le midié la concentracion de

proteina y actividad.
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Determinacion de ia Km y Vmax.

La actividad se midié a diferente concentraciéon de sustrato (glucosa) a 5, 10,
15, 25, 80, 100, 200 y 300mM.

Usando el sistema de reaccion ya mencicnado.

Estabilidad a la femperatura

Se incubaron 200 i de extracto precipitado y dializado en un tubo Eppendorf
para cada temperatura, desde 30 hasta 70°C con intervalos de 10 grados.
Después de incubar se colocaron los tubos con exiracto en bafo frid
Posteriormente se le midié la actividad enzimética de la gluco-cinasa, con el

método que anteriormente se describe.

Estabilidad al pH.

Para la determinacién de la estabilidad de |a enzima, el filtrado se incubd a 4°C
durante 24 horas antes de determinar [a actividad y a diferentes valores de pH.
En tubos Eppendorf se afiadio 200 ul de fiitrado precipitado y dializado ai cual
se fe anadié 200 ul de amortiguador de fosfatos con una concentracion de 0.1
para valores de pH de 5 hasta 7 y Tris-HCl para valores de pH de 7 hasta 9. El
controf con 200 pl de extracto y 200 pl de agua.

Después de las 24 h se le midi6 la actividad de gluco-cinasa
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Temperatura y pH 6ptimos.

La temperatura optima se establecio midiendo la actividad enzimatica a pH 7.0
(Tris-HCY), para diferentes temperaturas de 25 hasta 75°C, con intervalos de 5y
10°C. La mezcla del sistema de reaccion se agregd en una celda de cuarzo de 2
ml, sin la enzima glucesa-6-fosfato deshidrogenasa ni el extracto enzimatico y
se colocé en el espectro por tres minutos para equilibrar a la temperatura
deseada, que se estaba controlando a tfravés de la circulacidon de agua.
Después de ese tiempo se le afadid la enzima {G-6-PDH), y se inicid ia
reaccion con el extracto y se le determind la absorbancia, cada 20 segundos
hasta los 3 min. En un espectro Du-65, (Spectrofometer Beckman Suft pac TM)

con un médulo conectado a un sistema de control de temperatura.

Para obtener el pH éptimo de la enzima, se determind la actividad con dos
amortiguador en el sistema de reaccion:
a) Amortiguador monobasico y dibasico de sodio (fosfatos) 0.1 M en un intervalo

de pH 6.0-8.0. (Jeffrey, et al. 1990).
b} Amortiguador Tris-malato 0.1 M en un intervalo de pH 5.0-8.0. {Gomori,

1948).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cinética de crecimiento y produccion de la gluco-cinasa de S. peucetius.

Para obtener mejor crecimiento se evalué el efecto de la glucosa en el
crecimiento de S. peucetius ATCC 27952 var. caesius, se levaron a cabo
cinéticas de crecimiento, a diferentes concentraciones de glucosa 0.4, 1.0,y 2.0
% (Fig. 8).

Ei pH durante la fermentacién, que se llevd a cabo en matraces, varié de 6.5 a
7.3, en ningtn caso llego a valores extremos que limitara el crecimiento del
microorganismo (Fig. 8A). El pH se considera factor importante entre otros, ya
que a valores por abajo de pH 5, el desarrollo se ve afectado (Sykes and
Skinner, 1973). El pH &ptimo en el crecimiento de otras especies de

Streptomyces, tiene un intervalo de 6 a 8.

E| crecimiento del microorganismo, se presenté de manera similar en las tres
concentraciones durante la fermentacion, excepto a las 48 h, fue menor para 1%
y 2% de glucosa (Fig. 8B). En estas curvas de crecimiento no se observo la fase
"log” el microorganismo entrd en la fase exponencial rapidamente, seguramente
debido a que no requiere inducir enzimas para la utilizacion de la glucosa.

Durante el crecimiento del microorganismo de las Ch hasta las 96h, se observo
el consumo de glucosa de 1.1 mgen 0 4%, 3.2 mgen 1.0% y 4.2 mg en 2.0% de
glucosa. Por lo que se observa en las dos dltimas concentraciones fue de dos y
tres veces mas el consumo que en 0.4%. Con respecto a la velocidad de
consumo se abtuvo 0.03 y 0.04 mg/ml/h en esas mismas concentraciones (Fig.

8C).
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En las concentraciones 1.0% y 2.0% de glucosa, tanto el consumo total como la
velocidad de consumo de giucosa mostrado por el microorganismo son
practicamente iguales. Sin embarge, el cracimiento en las tres concentraciones
fue muy similar. Quiza en las concentraciones 1 y 2% el microorganismo estuvo
almacenando glucosa, asi como lo hacen otras bacterias (Bernard, 1973), v
después lo utiliza conforme lo vaya requiriendo ia célula para sus componentes

nutricionales o metabolitos secundarios.

La actividad de la gluco-cinasa al 1.0 y 2.0% fue superior a la obtenida con la
concentracion de 0.4%, que resultd el 20% menor con respecto a ias ofras
concentraciones. Sin embargo, a las 48 h se registrd una pequefia disminucion
de la actividad en las dos Ultimas condiciones (Fig. 9). Esto se debio
posiblemente a la menor biomasa obtenida en ese mismo tiempo de
fermentacion (Fig 8B). Lo que podria dar como resuitado una menor
concentracién de la enzima.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el crecimiento del microorganismo;,
como el consumo de glucosa, la velocidad de consumo y la actividad de la
gluco-cinasa en las diferentes concentraciones de glucosa utilizadas, se
observaron pequefias diferencias en las dos UGltimas, pero en 0.4% de glucosa
fue ligeramente menor a estas. Por esta razén se decidid utilizar 1.0% de

glucosa, en los siguientes expenmentos.

La cepa de S. peucstius, se crecié en un fermentador con 10 litros a fin de
obtener suficiente biomasa para la extraccién y caracterizacion del extracto
enzimatico.

En esta fermentacion el perfil del pH fue similar al obtenido en matraces aungue
un valor fue ligeramente mas alto, de 7.5 a las 48 h en comparacion con los
otros tiempos de la fermentacion (Fig. 10A), pero esto indica que el ph
nuevamente se encontré dentro del intervalo optimo para el crecimiento del

microorganismo.
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El crecimiento del microorganismo alcanzd a las 86 h 3.0 mg/ml de biomasa
(Fig. 10B). Por lo tanto el crecimiento del microorganismo, se observd
practicamente 2 veces mas en el fermentador que en matraces. Esto pudo
deberse a la mejor aireacién y agitacidén que se le suministré al fermentador.

El crecimiento también fue determinado por proteina intracelular {Fig. 10C}). En
la curva se muestra lo bien que creci¢ el microarganismo y también se muestra
la fase log entre las 24h,

Con los datos obtenidos de peso seco como de protefna intracelular se realizé
una correlacion lineal {Fig. 11), en el cual se obtuve un coeficiente de
correlacion de 0.955. Este resultado indica que hay una buena correlacion entre
ambos parametros. Entonces esto puede permitir interpolar datos y asi poder
obtener €l crecimiento del microorganismo, mediante proteina o peso seco para

posteriores experimentos.

La preduccién de la actividad de la gluco-cinasa aumenta durante toda la
fermentacidn, pero de las 96 a las 120 h se observa gue la actividad de la
enzima ha llegado a su saturacién (Fig. 12A). La produccidon de la enzima
estuvo relacionado con el crecimiento del microorganismo. Es decir 2 mayor
crecimiento mayor cantidad de la enzima. Esto sucede, porque es una enzima
constitutiva porque otras que no lo son, se producen en diferentes tiempos o
inclusive, disminuye su sintesis durante la fermentacion.

En relacidon a la actividad especifica de la gluco-cinasa, se observaron bajas
actividades a las 24 y 48 h, pero la maxima actividad se obtuvo a las 72 h,
debido a la mayor la concentracién de enzima disponible para el sustrato que
se esta dando pero, después de este tiempo la actividad de la gluco-cinasa
empezé a disminuir (Fig. 12B). Esto podria deberse, a que ias celulas estan
produciendo mayor cantidad de protelnas en comparacién a la concentracion de
la gluco-cinasa, que ha llegado a su maxima produccion. £s decir, por la
diferencia de la composicidn quimica de las células en la fase estacionana con
respecto a la fase la exponencial, porque los componentes celulares se

sintetizan a diferentes velocidades (Stanier, 1985).
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Extraccidon de la enzima

Para la obtencidon de la gluco-cinasa fue necesario romper la célula, para lo cual
se utilizaron dos metodos: sonicacion y molienda con hielo sece y acetona.
Cuande el micelio se rompid por el método de sonicacion durante 7 ciclos de 20
s con intervalos de 10 s a 20 KHz de frecuencia. En el cual se determind la
maxima actividad a los 80 s pero, después de ese tiempo empezd a disminuir.
Esto puede deberse, a qua comienza a desnaturalizarse la proteina al darle
mayor tiempo de exposicidn con el sonicador.

Al romperse el micelio por molienda con hielo seco y acetona se obtuvo mayor
liberacidn de proteina, mayor actividad y preservacion de la gluco-cinasa. Sin
embargo, por sonicacion se obtuvo 20 % menos de proteina con respecto al ofro
métado v ademas de que se perdia ia actividad. Por lo que se decidid ulilizar el
método por molienda con higlo seco y acetona en los siguientes experimentos,
ademas de que se pudo incrementar la actividad al concentrarla por

precipitacién con sulfato de amonio.

Precipitacion de la enzima con sulfato de amonio.

Una vez obtenido el extracto enzimético de S. peucefius, se precipitd para
concentrar la gluco-cinasa. Ademas, se pretendid separar a la enzima de ofras
proteinas que pudieran interferir en su caracterizacion.

Una cierta cantidad de extracte enzimdtico, se precipitd con suifato de amaonio al
80 % de saturacion y se desald. Este precipitado y dializado se le determiné la
actividad de la gluco-cinasa, en el cual se recuperd un 92% de actividad y un
55.9% de proteina con respecto a la muestra original (tabla 5).

La precipitacion con sulfato de amonio se utiliza comdnmente en el analisis y
purificacion de enzimas. Esta concentracién de saturacién con sulfato de

amonio se ha usado también para la precipitacion de la gluco-cinasa de
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Aerobacter aerogenes (Kamel, ef af 1985). El uso de esta sal resulta
relativamente barato, ademas por su bajo efecto desnaturalizante sobre las

enzimas y por su efecto estabilizador sobre algunas proteinas.

Tabla 5 Extraccién y precipitacidn del extracto crudo de S peucelius

Filtraco Volumen Proteinas Actividad Actividad Proteina Actividad Proteina  Actividad
ml mg/ml pmolfmimin especifica lotat pmolmtmin FPD% FPD%
prmolimifmin/  mgfmi
ug predelna
Filtrado 140 2.24445 1237.46 05513 314,223 1732444 100 100
Enzimética
Filtrado
Precipitado 24 5 7.16925 5830 22 082 17564663 1428404 559 923
Dializado

Nata. Filtrada, precipitado y dializado (F P D)
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Caracterizacion enzimatica de gluco-cinasa,

Estabilidad al pH y temperatura.

La estabilidad frente a Ia temperatura de Ia gluce-cinasa, se observo como
maxima actividad a los 40°C. Por arriba de los 50°C empezé a disminuir Ig
actividad rapidamente (Fig. 13). Para llevar a cabo reacciones con la enzima es
necesario hacerlo en las condiciones optimas de incubacidn. Del mismo modo
es importante conocer Ia estabilidad térmica de [a enzima a diferentes
termperaturas para determinar las mejores condiciones de almacenamiento y
saber que tan estable es ésta enzima a la temperatura de incubacién. Por esta
razon se determind el efecto que tenia la temperatura sobre I3 actividad de |a
enzima y su estabilidad. Esto ayuda a evitar la perdida de Ia actividad en las
condiciones de trabajo, como puede ser una purificacién de ia enzima o algan

otro estudio

En cuanto a la estabilidad ai pH de la enzima se utilizé un intervalode pH6 a 9.
Ademas el ensayo de estabilidad al pH se hizo a 4°C, en esta condicion la
enzima no mostré pérdida de la actividad, Encontrdndose la méxima actividad
de la gluco-cinasa en pPH 6.5 a 7.5, en este intervalo la enzima se mostro
estable (Fig. 14). Por tanto es importante que la enzima, se mantenga en este
intervalo después de separarla de su entorno natural, ya que existen agentes
Que puedan dafiarla irreversiblemente, Este factor, entre otros es importante,
controlar en todas las fases del proceso de purificacion, si no el rendimiento de
la proteina puede reducirse o bien desaparecer la actividad (Voet and Voet,
1991).
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Temperatura Optima.

El intervalo de temperatura que se manejd para evaluar la actividad enzimatica
fue de 25 a 75°C. Observando la méaxima actividad de la gluco-cinasa a 50°C,
pasando esta temperatura la actividad empez6 a disminuir haciéndose mas
pronunciada después de los 70°C (Fig. 15). Por lo tanto la temperatura 6ptima
donde ila enzima tiene su mayor efectividad es a 50°C. Ahora bien, estos
resultados indican que si la temperatura esta por abajo o por arriba de la
temperatura Gptima se obtiene una disminucién en la actividad. Si la
temperatura es de tan solo de 10 a 15 °C mas alta, la energia es suficiente
cOmo para romper unos cuantos enlaces, los enlaces proximos se debilitan y la
estructura entera se desorganiza; a la perdida de la conformacion se le conoce

como desnaturalizacion de la proteina (Mc. Gilvery, 1972).

pH éptimo

El pH éptimo de la gluco-cinasa se determind con un amortiguador de fosfatos
0.1 M. Con un intervalo de pH de 6 a 9. En pH 6 se observé una disminucion de
la actividad de 32.34% con respecto a la maxima actividad registrada (Fig. 16A).
La méaxima actividad se obtuvo a 7.5. Por arriba de pH 8 empezo6 a disminuir la
efectividad de la gluco-cinasa (Fig. 16A)}.

Al evaluarse of pH optimo de la gluco-cinasa con otro amortiguador (Tris-
malato} 0.1 M. Mostrando que a valores menores de pH 6 no hubo actividad. Sin
embargo a pH 7.5 se registrd la maxima actividad (Fig. 168). El valor de pH
dptimo obtenido para la gluco-cinasa en ambos amortiguadores fue igual. Estos
datos son similares a la gluco-cinasa de Aerobacter aerogenes donde su pH
dptimo es de 7.5 con un amortiguador de glicilglicina y 8.9 con glicina, {Kamel,
el al 1966). También se ha observado que las hexccinasas tienen un pH optimo
en un intervalo de 8.0 a 8.4 (Colowick, 1977). En estos ultimos datos son

diferentes a los que se obtuvieron con S. peucetius.
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Generalmente, las enzimas trabajan a un pH caracteristico para su actividad
méxima; por arriba o por abajo de ese valor la actividad disminuye. Entonces
las reacdciones enzimaticas dependen del pH externo para su efectividad, y no

siempre es el pH intracelular.

Determinacion de [a Km

En la figura 17 se muestra la actividad de la gluco-cinasa de S. peucelius
cuando se varia la concentracion de giucosa, al graficar la actividad contra ia
concentracién de sustrato se observa una curva hiperbdlica tipo Michaelis-
Menten, alcanzando una saturacion a los 50mM de glucosa.

Para obtener la Km vy asi, saber que tan afin es la enzima al sustrato, se
determing por el método de transformacion de lineweaver-Burk para la reaccion
catalizada por la gluco-cinasa (Fig. 18). Mediante un andlisis por regresion
fineal se obtuvo una Km de 8 43 mM y 4353.5 pmol/mifmin.

En la tabla 6 se muestran valores de Km que presentan las gluco-cingsas de
diferentes bacterias para comparar la Km y Vméx obtenida de S. peucetius. La
Km aparente que se obtuvo de S. peucetius es mas alta que [a de otros

microorganismos. Esto indica, que la enzima tiene poca afinidad a la glucosa.
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Tabla 6. Valores de Km y Vmax para gluco-cinasas provenientes de diferentes
bacteras.

Enzima Km Vmax Referencias

Gluco-cinasa de:

5. peucetius 8.43 X 10°M 4353.5 uM /mi/ miry  El presente trabajo

Streptococcus mutans  6.1x 10*M 9,13 iu/mg de proteina  Porter, et al. 1882.

Aerobacter aerogenes 8 X 105 M Kamel, et al. 1965

Zymomonas mobilis 0.22 mM 400 uM/min/por mg Scopes, et al.1985.
22x10"M

Levadura (hexocinasa) 1.0X 107 M Dixon, et al.1979.

Leucocitos PMN 668x10°M  4.17 mM/mi/min Silencio, 1989.

4170 pM /mifmin

Se ha visto que otras gluco-cinasas son enzimas alostéricas gue poseen sitio
catalitico al que se une el sustrato y se transforma, y también poseen uno o mas
sitios reguladores a los que se unen diferentes moléculas que ejercen el efecto
regulador y que reciben el nombre de efectores o moduladores. Este tipo de
enzimas no presentan el comportamiento de Michaelis-Menten sino que tienen
un comportamiento sigmoide més que hiperbdlico en una curva de velocidad
condra la concentracidn de sustrato, Para estas enzimas, la constante de

afinidad se obtiene por medio de la ecuacion de Hill:

Vmax K +[8]"

Donde S = sustratro, K= constante intrinseca de disociacion, Vmax = Velocidad
méxima, y n= es el nimero de sitios de ia enzima.

Al realizar una gréfica de log (V / Vméx-V} contra el log [S] es una linea recta
con una pendiente igual a n (Segel, 1982). La gluco-cinasa de higado de
mamifero exhibe una K = 10 mM y n = 15 (Voet,1995). Por esta razdn, en la
gluco-cinasa extraida de S. peucetius se le determing el numero {n) de sitios
equivalentes de union al sustrato de acuerdo a la ecuacion de Hill. Se obtuvo el

numero de sitios achivos de la enzima y se determing una “n” de 0.98 {Fig 19).
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Esto indica que la gluco-cinasa de S. peucetius tiene un solo sitio de unién al

sustrato. Entonces la ecuacién se reduce a la ecuacidon de Henri Michaelis-

Menten (Fig. 17).

El comportamiento de la gluco-cinasa de S. peucetius fue semejante al obtenido
con las gluco-cinasas de A. aerogenes y Z. mobifis (Kamenl et al, 1965} y

(Scopes et al, 1985).
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Fig. 19 . Gréafica de la ecuacién de Hill
de |a gluco-cinasa.
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CONCLUSIONES

- En el crecimiento de S. peucetius var. caesius en las concentraciones de 0 4,
1.0 y 2.0% de glucosa no se encontré diferencias, pero si hubo una pequeria
variacion de la actividad en 0.4 de 15 a 20% menos que en la actividad de 1.0 y
2.0% entre las 72 y 96h,

- La mayor actividad especifica de la gluco-cinasa se mostrd a las 72 horas en

un fermentador instrumentado.

- Con el rompimiento del micelio. Se obtuvo mayor liberacion de proteina, mayor
actividad y preservacion de la enzima por molienda con hielo y acetona que por
el métado de sonicacién. Ya que en este Ultimo se registré un 23% menos de

protelna y una perdida importante de la actividad.

- En la precipitacion del extracto enzimético al 80% de saturacion con suffato de
amonio, se obtuve un rendimiento de 92% de actividad y 556.5% de proteina con

respecto al extracio enzimatico no precipitado.

- En los amortiguadores de fosfatos y Tris-malato, se obtuvo un pH optime de

7.5 de la gluco-cinasa. Es decir no hubo efecto negativo por la composicion de

los amortiguadores.

- La estabilidad al pH de a gluco-cinasa, se observd que esta dentro de un

intervalo de 6.5a7 5.

- La mayor estabilidad térmica de la enzima fue a los 40°C y su temperatura

dptima se obtuvo a los 50°C.

50



- El comportamiento de la gluco-cinasa puede ser descrito por Michaelis-Menten
con un valor de Km de 8 4 mM y una Vmax de 4353.5 umol/ml/min.

-El ndimero de sitios equivalentes de unidn al sustrato de la gluco-cinasa fue de

1 obtenido de acuerdo a la ecuacion de Hill. Lo cual indica que tiene

comportamiento de tipo hiperhdlico.
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