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RESUMEN

Las Bacterias Acido Lacticas (BAL) se usan como cultivos iniciadores para
conservar los alimentos procesados, ya que producen una amplia gama de metabolitos
antibacterianos como: acidos organicos, bacteriocinas y peptidoglucano hidrolasas
(PGH). Estas ultimas enzimas hidrolizan los enlaces glicosidicos o péptidicos que se
encuentran en el peptidoglucano de todas las bacterias, produciendo la lisis celular,
ademas estan implicadas en diversas funciones celulares, tales como el crecimiento, la
division y la autolisis. La BAL Pediococcus acidilactici ATCC 8042 es utilizada en
productos carnicos como cultivo iniciador, y se ha reportado que tiene la capacidad de
inhibir microorganismos patégenos como Staphylococcus aureus. Este efecto se puede
deber a la actividad de PGH que ha sido reportada, con bandas de actividad litica
alrededor de 116- y 45-kDa, que fueron activas contra Micrococcus lysodeikticus. En el
grupo de trabajo se identific6 una banda de actividad litica en 116-kDa, la cual fue
obtenida a partir de extractos libres de células en bajas concentraciones y present6
actividad contra el mismo microorganismo blanco. Debido al efecto litico de la BAL
sobre bacterias patdgenas y a que no se conoce la naturaleza de dicha actividad, el
objetivo de este trabajo fue localizar celularmente, identificar y purificar la banda con
actividad litica. En primer lugar, se determind la ubicacion de la enzima en la célulay la
fase en la cual se encontraba la mayor actividad litica con respecto a la curva de
crecimiento. La mayor actividad litica, determinada por la prueba de difusion en agar
contra S. aureus, fue a las 8 h de crecimiento en la fraccién de proteinas unidas a
membrana. Posteriormente, se realiz6 la extraccion de la enzima litica y se sometio a
diferentes procesos de purificacion. Se obtuvieron dos enzimas con actividad litica y
pesos moleculares muy cercanos entre si (110- y 99-kDa). Las dos bandas fueron
identificadas por LC-MS/MS. La proteina de 110-kDa, es una enzima con funcién
desconocida, pero con sitios conservados de transportador tipo ABC; la segunda
proteina (99-kDa), es una enzima con doble actividad de PGH; en el N-terminal
presenta una region conservada de N-acetilmuramoil-L-alanina amidasas, mientras
gue, en el C- terminal tiene una regién conservada de N-acetilglucoamidasa. Con la
fraccion que contenia las dos enzimas se realizd el espectro de inhibicién contra

diferentes grupos de bacterias de interés sanitario, presentando actividad contra Listeria
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monocytogenes, S. aureus, Bacillus cereus, Streptococcus pyogenes, Salmonella
thyphimorium y Escherichia coli. De la misma forma, las dos enzimas presentaron una
concentracion minima inhibitoria (CMI) de 2.1 ug contra S. aureus. Debido a la similitud
en peso molecular de las dos proteinas con actividad litica, y con la intencién de
conocer el efecto que presentan por separada las enzimas liticas, se decidié clonar y
expresar la proteina de 99-kDa en un sistema heterdlogo. El gen que codifica para la
proteina de 99-kDa fue amplificado a partir de ADN gendémico de P. acidilactici, digerido
y ligado en un vector de expresion (pET-19b(+)); esta construccion fue transformada en
la cepa E. coli BL21 (DE3) y expresada con IPTG como inductor. Se obtuvo una
proteina recombinante de 100-kDa, con actividad sobre M. lysodeikticus. La proteina
fue purificada utilizando cromatografia de exclusion molecular, resultando en dos
bandas, una de 100-kDa con actividad de N-acetilglucoamidasa y otra banda de 34-kDa
sin actividad de PGH, lo que probablemente indiqgue degradacion de la proteina
recombinante. Se caracteriz6 la enzima bioquimicamente. El pH éptimo de actividad fue
de 6, y presentd estabilidad al pH en un intervalo de 7 a 5. La temperatura éptima de
actividad fue de 60 °C, la cual fue abatida en su totalidad a 70 °C durante una hora. El
EDTA no presenté inhibicibn sobre la actividad de PGH, sin embargo el EGTA
disminuy6 la actividad al 100 %, lo que indica probablemente que el ion Zn** no sea
importante para la catalisis, sin embargo el ion Ca®* presentd un efecto positivo sobre la
actividad. El ion Zn?" inhibié la enzima recombinante y ningln otro catién fue capaz de
incrementar la actividad de PGH. La PGH de 100-kDa present6 actividad antibacteriana
contra diversas cepas patdégenas y contra BAL's, sin embargo la actividad fue menor
con respecto a la actividad observada en el espectro de inhibicion con la preparacion de
las dos proteinas juntas. Debido a la actividad observada de N-acetilglucoamidasa es
de interés en la industria de los alimentos y la biotecnologia, ya que puede ser utilizada
como la lisozima para el control de patdgenos, alargando la vida de anaquel del
producto.
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ABSTRACT

Lactic Acid Bacteria are starter cultures to preserve food because they produce a wide
variety of antibacterial metabolites such as: bacteriocins and peptidoglycan hydrolases
(PGH). PGH hydrolyze peptidoglycan of all bacteria. Pediococcus acidilactici ATCC
8042 has the ability to inhibit pathogenic microorganisms such as Staphylococcus
aureus and produce a band of lytic activity in 116-kDa. Due to the lytic effect since it is
not aware of the nature of this activity, the aims of this work was find the growth phase
and localization of the lytic activity and purification of hydrolytic enzyme. The highest
PGH activity was found during the logarithmic growth phase in the protein fraction bound
to the cell membrane. Proteins were extracted from cells and purified. The protein profile
and zymogram shows two proteins with lytic activity (110- and 99-kDa). The 110-kDa
protein corresponded to a protein of unknown function, but with conserved sites of ABC
type transporter, the second protein is an enzyme with double domain of PGH activity.
We performed the inhibition spectrum against pathogenic bacteria. The minimum
inhibitory concentration was 2.1 ug against S. aureus. In order to purify the enzyme, it
was decided to clone and express the 99-kDa protein in a heterologous system. The 99-
kDa gene was ligated into a vector and transformed into E. coli BL21 (DE3) and the
protein was expressed with IPTG as inducer. The purified protein resulted in two bands,
a 100-kDa N-acetilglucoamidasa activity and a 34-kDa band without PGH activity. The
pH optimum of activity was 6 and the pH stability was 7-5. The optimum temperature for
activity was 60 °C. EDTA showed no activity inhibition on PGH, contrary to EGTA which
inhibited all activity. The Ca*" ion showed a positive effect on activity. lon Zn®" inhibited
the recombinant enzyme and any other cation was able to increase the activity of PGH.
The 100- kDa PGH showed antibacterial activity against pathogenic and lactic acid
bacteria.
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INTRODUCCION
Bacterias Acido Léacticas (BAL) como bioconservadores

Las bacterias acido lacticas (BAL) se encuentran en muchos ambientes ricos en
nutrientes y de forma natural en diferentes alimentos como: productos lacteos, carnicos
y vegetales. Las BAL son utilizadas tradicionalmente como bioconservadores naturales
de alimentos, lo que implica alargar la vida atil del producto, proporcionar una mayor
seguridad, inhibiendo el crecimiento de microorganismos patdégenos y/o responsables
de la descomposicion del alimento, ademas puede generar diferentes beneficios al
producto como: sabor, color, textura, etc. (Leroy y De Vuyst, 2004; Galvez et al., 2007).
Algunos de los géneros que conforman el grupo de BAL son: Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Vagococcus y Weissella (Salminen et al., 2004). Las BAL producen una amplia gama
de sustancias con actividad antibacteriana, un ejemplo son las bacteriocinas, que son
sustancias de naturaleza peptidica, pequefias (no mayores a 30 kDa), y se pueden
presentar con mecanismos de accion diferentes (Cotter et al.,, 2005; O' Shea et al.,
2013).

Género Pediococcus

El género Pediococcus se encuentra principalmente en plantas y alimentos
fermentados como embutidos y quesos (Leroy y De Vuyst, 2004). Pediococcus es
utilizado en alimento para animales como potenciador nutricional y desde algunos afios
se ha utilizado en la industria de los polimeros en la produccién de empaques
biodegradables (Dobson et al., 2002), ademas es utilizado como cultivo iniciador en la
elaboracién de salchichas y como microorganismos secundarios en la maduraciéon del
gueso (Danilovi¢ et al., 2011; Irmler et al., 2013). Esta BAL es una bacteria Gram-
positiva de la familia Lactobacillaceae y presenta un metabolismo homofermentativo
esto es, el producto final de la fermentacion de las hexosas es el acido lactico (Leroy y
De Vuyst, 2004). Normalmente se presenta en pares o tétradas, en forma de coco (1.0—
2.0 um de diametro). Las especies que pertenecen al género son 13: Pediococcus

pentosaceus, P. acidilactici, P. argentinicus, P. cellicola, P. claussenii, P. damnosus, P.
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ethanolidurans, P. inopinatus, P. loli, P. parvulus, P. siamensis, Pediococcus
dextrinicus y P. stilesii (Haakensen et al., 2009).

Algunos autores reportan que cepas de Pediococcus al ser combinadas con el
género Lactobacillus pueden acelerar la maduracion e incrementar el sabor de algunos
guesos (Barouei et al.,, 2011). Aunado a estos factores, al utilizar este género como
cultivo iniciador, se ha observado que microorganismos patdégenos en alimentos como
S. aureus, E. coli, y L. monocytogenes, son inhibidos (Wang et al., 2013; Vidhyasagar y
Jeevaratnam 2013). La capacidad antibacteriana de P. acidilactici se debe,
probablemente, a la produccion de bacteriocinas, acido lactico y peptidoglucano
hidrolasas (Mora et al., 2003; Ghanbari et al., 2013; Vidhyasagar y Jeevaratnam, 2013).

Peptidoglucano hidrolasas (PGH)

El peptidoglucano (o mureina) es un heteropolimero de azucares y amino&cidos,
sintetizados solamente por los procariontes. Esta molécula forma una barrera que
recubre la membrana plasmatica y protege a la célula contra la presion osmética interna
en condiciones hiposmoéticas. El peptidoglucano consiste en cadenas de residuos
alternados de N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico, los cuales se encuentran
unidos mediante enlaces B-1,4. El 4cido N-acetilmuramico se encuentra unido por un
tetrapéptido poco comuin, que contiene aminoacidos de forma D y L (Vollmer et al.,
2008). El peptidoglucano es un exoesqueleto en forma de red, el cual es
suficientemente poroso para permitir la difusion de los metabolitos a la membrana
plasmatica (Sitkin et al., 2003; Vollmer et al., 2008-a). Durante todo su crecimiento, las
células necesitan romper de manera controlada los enlaces del peptidoglucano. Las
enzimas responsables de este proceso son conocidas como peptidoglucano hidrolasas
0 PGHs (Eckert et al., 2006).

Las PGHs se involucran en un gran namero de funciones que requieren el
peptidoglucano: durante el crecimiento, la division celular, la regulacién del crecimiento
de la pared celular, el intercambio de unidades de peptidoglucano durante el
crecimiento, la separaciéon de las células hijas durante la division, formacion de flagelo

(en algunos casos) y la autolisis, que generalmente se induce en condiciones adversas
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como la falta de nutrientes (Fig 1). Para las bacterias patégenas, las PGHs juegan un
papel importante en la adhesién y en el desarrollo de la respuesta inflamatoria, ademas,
estan involucradas en los fendbmenos de lisis en las bacterias (Lortal y Chapot-Chartier,
2005; Eckert et al., 2006; Vollmer et al., 2008-b).

Crecimiento

Formacion de flagelo

FUNCIONES —— > Division celular

Recambiode la pared celular

Autolisis

Figura 1. Algunas funciones celulares de las PGHs.

Las PGHs se clasifican de acuerdo al enlace del peptidoglucano que hidrolicen:
Las N-acetilglucoamidasas hidrolizan el enlace -1,4 de la cadena de glicanos dejando
un extremo N-acetilglucosamina reductor; las N-acetilmuramidasas hidrolizan el mismo
enlace, sin embargo dejan un extremo acido N-acetilmuramico reductor libre, estas
enzimas también son llamadas lisozimas, y si forman un anillo 1,6-anhidro en el N-
acetilmuramico, son llamadas transglicosilasas liticas. Las N-acetiimuramoil-L-alanina
amidasas rompen el enlace amida entre el N-acetilmuramico y la L -alanina del péptido.
Las peptidasas son capaces de hidrolizar el tltimo aminoacido del extremo carboxilo de
los péptidos (carboxipeptidasas), o de romper completamente los puentes formados por
los péptidos (endopeptidasas) (Fig. 2) (Vollmer et al., 2008-b; Layec et al., 2008).
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Figura 2. Estructura del peptidoglucano de S. aureus. Las flechas indican el tipo de
enlace que hidrolizan sobre la pared bacteriana (MurNAc, N-acetilmuramico; GIcNAc, N-
acetilglucosamina) (Tomado y modificado de Lortal y Chapot-Chartier, 2005).

En las bacterias Gram-positivas, el peptidoglucano forma mudltiples capas y
presenta una conformacion tridimensional que origina una pared celular muy fuerte y
rigida. Puede estar asociada a otro tipo de compuestos, como acidos teiclicos y
lipoteicdicos y/o polisacaridos. El peptidoglucano de la pared celular de las bacterias
Gram-negativas constituye una sola capa delgada; no contienen acidos teicdicos ni
lipoteicdicos (Vollmer et al., 2008-b, Das et al., 2013).

Aplicaciones de PGH en alimentos

La resistencia de algunas cepas a antibiéticos, como es el caso de S. aureus
Resistente a Meticilina (MRSA) (Graham y Coote 2007), y aunado al crecimiento de
alimentos no procesados, incrementan el riesgo de contaminacioén del producto, lo que
puede desencadenar en enfermedades de tipo bacteriana. Por lo tanto se han creado
nuevas estrategias para inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos que son
transmitidos por alimentos (Donovan et al., 2006; Garcia et al., 2010; Fischetti, 2010).
En los ultimos afios el uso de enzimas con actividad litica como agentes antibacterianos
en la industria de los alimentos ha ido incrementando debido a que provee ventajas
hacia el producto y el consumidor. Dentro de estas ventajas esta la eliminacién de la

7
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colonizacion bacteriana a membranas de la mucosa del aparato digestivo, el
tratamiento en infecciones provocadas por bacterias y el biocontrol de bacterias
patdgenas en alimentos (Garcia et al., 2010; Fischetti, 2010; Fenton et al., 2011).

El caso mas concreto sobre el uso de PGH en la industria de alimentos es la
lisozima. Esta enzima presenta actividad de N-acetiimuramidasa y se encuentra
ampliamente distribuida en la naturaleza. En plantas y animales, constituyen un
mecanismo de defensa natural contra bacterias patégenas. La lisozima es un excelente
bioconservador debido a que se encuentra en el cuerpo humano y en algunos
productos alimenticios y no es considerada como aditivo. La lisozima proveniente de
huevo de gallina es la mas utilizada y es aplicada como conservador en alimentos como
carnes, embutidos, pescado, verduras, frutas, vino y leche en polvo. Su uso en la
produccién de vino es de importancia debido a que inhibe el crecimiento de BAL no
deseadas, debido a que acidifican el producto. Ademas son utilizadas en la prevencion
del deterioro de quesos. También es utilizada en cosméticos y en la industria
farmacéutica (Nakimbugwe et al., 2006; Maidment et al., 2009).

Otro ejemplo del uso de las PGH es la lisostafina, enzima producida por
Staphylococcus simulans y es altamente especifica por la pared celular de S. aureus, la
cual esta compuesta de un enlace interpeptidico de cinco glicinas unidas. Debido a esta
alta especificidad la actividad esta limitada a S. aureus y especies relacionadas
(Fedorov et al., 2003; Turner et al., 2007). Esta proteina es una metaloproteasa
dependiente de Zn?*, con un peso molecular de 27 kDa. La actividad especifica de la
lisostafina por la pared celular de S. aureus tiene numerosas aplicaciones en la
industria de alimentos, veterinaria y medica (Szweda et al., 2012). En los Ultimos afios
la propuesta para el uso de la lisostafina ha sido la insercion del gen que codifica para
la produccion de la proteina litica en sistemas heter6logos como en las BAL que son
reconocidos por la FDA (Food Drug Administration) como GRAS (Generally Recognized
As Safe). El uso de las BAL se debe a que aun no esta permitido el uso de la lisostafina
en alimentos ya que proviene de una cepa calificada como patégena (Turner et al.,
2007).
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Actividad de PGH en BAL

Diversos autores reportan que las BAL son una fuente importante de produccion
de PGH, y que pueden tener un uso potencial para el control de patégenos en la
industria de los alimentos, donde el género que mas se ha reportado es: Lactobacillus
(Cibik y Chapot-Chartier, 2004; Turner et al., 2004; Yokoi et al.,, 2005; Donovan y
Foster-Frey 2008; Fischetti, 2010; Ribelles et al., 2012). Ademas se ha encontrado que
una especie puede llegar a producir dos o hasta tres enzimas con actividad litica (Baker
et al.,, 2006). Un ejemplo de este tipo de PGH es en Lb. pentosus, la actividad fue
detectada en la fase estacionaria de crecimiento del microorganismo (16 h), donde
primero se tratd a las células completas con un amortiguador que contenia SDS y se
us6 como sustrato M. lysodeikticus, la actividad se present6 a los 31-, 58-y 112-kDa, lo
gue sugiere que la actividad puede presentarse por dos 0 mas enzimas diferentes;
utilizando otra fraccion de células cosechadas en la misma fase de crecimiento se les
adiciono LiCl, sorprendentemente se observaron las mismas bandas que en el caso
anterior y otras tres bandas adicionales a los 37-, 43- y 77-kDa. Por ultimo, otra fraccion
de células se sometid a sonicacion; en la fraccidn citosdlica solo presentd actividad a
los 31-kDa; en la fraccién de células rotas se reportd actividad a los 31-, 43-, 58-, 77-,
95- y 112-kDa, por lo que probablemente este tipo de enzimas se encuentran adheridas
a membrana (Cibik y Chapot-Chartier, 2004).

ANTECEDENTES
PGH en P. acidilactici ATCC 8042

P. acidilactici es una BAL utilizada como cultivo iniciador y se encuentra presente
como microbiota secundaria en diferentes tipos de queso (Lortal y Chaport-Chartier
2005). Esta especie es reportada como productora de pediocinas (Mora et al., 2000),
sin embargo, la cepa P. acidilactici ATCC 8042 es una de las pocas cepas que no
produce bacteriocinas (Mora et al., 2003), pero se ha reportado que presenta un efecto
bactericida, el cual puede ser atribuido a enzimas con actividad litica como las PGH,
esto lo suponen debido a que la cepa present6 un alto porcentaje de autolisis (entre 40
y 90 %) después de 48 h de incubacion. Posteriormente realizaron ensayos para
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identificar que tipo de proteinas eran las responsables de la actividad litica y para lo
cual trabajaron con células colectadas en la fase logaritmica de crecimiento (aprox. 8
h). Detectaron una banda de actividad litica en 116-kDa en las primeras horas de
renaturalizacion del gel, usando células de M. lysodeikticus como microorganismo
indicador. Adicionalmente se observaron otras bandas entre 45- y 110-kDa de actividad
litica, que probablemente indica protedlisis o modificaciones postrasduccionales de la
proteina (Mora et al., 2003).

Rivera (2004) observé que las propiedades organolépticas en la elaboracién de
productos carnicos tipo salami se veian favorecidas al adicionar P. acidilactici al inicio
de la fermentacion, ademas observo un efecto bioconservador al adicionar S. aureus la
cual fue inhibida en su totalidad por la BAL, sin describir quién o quiénes eran los
responsables de la inhibicion.

En estudios mas recientes, Llorente-Bousquets y cols. (2008) encontraron que
los sobrenadantes del cultivo de P. acidilactici obtenidos en fase logaritmica
presentaban actividad litica muy tenue a los 116 kDa en zimogramas contra M.
lysodeikticus, sin embargo no se identifico la proteina responsable de dicha actividad.

Con estos antecedentes, el siguiente trabajo pretende conocer la naturaleza de
la actividad litica reportada en P. acidilactici, por lo que quedan varias interrogantes
como: ¢en que parte de la célula se encuentra la actividad litica?, ¢en que fase de
crecimiento de P. acidilactici se encuentra la mayor actividad?, ¢ cual es el espectro de
inhibiciébn? Ademas, encontrando la proteina responsable de la actividad litica, quedaria
purificar y caracterizarla bioquimicamente en funcién de pH, temperatura, activadores,
inhibidores, con la intencibn de conocer sus propiedades y poder utilizarla como

bioconservador en la industria de los alimentos.
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HIPOTESIS

La cepa de P. acidilactici ATCC 8042, no pediocinogénica, presenta un
efecto antibacteriano, y esta se debe a una peptidoglucano hidrolasa

OBJETIVOS

1.- Deteccion y localizacion de la actividad litica en P. acidilactici ATCC 8042

2.- Clonacion y expresion de la proteina de 99-kDa con actividad litica
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MATERIALES Y METODOS

Deteccién y localizacién de la actividad litica en P. acidilactici ATCC 8042

Cepas utilizadas

En la tabla 1 se describen las cepas, la procedencia y el medio de cultivo

utilizados en este trabajo. Todas las cepas se almacenaron a -20 °C en crio-viales con

el medio de cultivo 6ptimo adicionado con glicerol (80-20 %, v/v). Para reactivar las

cepas, se afiadieron 100 uL de cada uno de los microorganismos almacenados a -20 °C

a 10 mL del medio liquido fresco. Todos los microorganismos se incubaron a 37 °C, con

excepcion de P. acidilactici el cual se incubo a 30 °C.

Tabla 1. Descripcion de las cepas utilizadas.

Microorganismo

Cepario/procedencia

Medio de cultivo

P. acidilactici ATCC 8042
S. aureus ATCC 6538
M. lysodeikticus ATCC 4698
Enterococcus faecalis QB,
Enterococcus faecium QB
Lactobacillus paracasei CFQ-B-90
Bacillus subtilis ATCC 6633
Bacillus cereus CFQ-B-230
Streptococcus pyogenes CFQ-B-218
Listeria monocytogenes CFQ-B-103
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Salmonella typhimurium ATCC 14028

Escherichia coli DH5a

CINVESTAYV, IPN
Posgrado FESC-UNAM
Sigma-Aldrich
Dra. Maricarmen Quirasco
Dra. Maricarmen Quirasco
Facultad de Quimica UNAM
Facultad de Quimica UNAM
Facultad de Quimica UNAM
Facultad de Quimica UNAM
Facultad de Quimica UNAM
Facultad de Quimica UNAM
Facultad de Quimica UNAM

Invitrogen

MRS

BHI

MRS

MRS

MRS

BHI

BHI

BHI

BHI

BHI

BHI

BHI

BHI= Brain Heart Infusion (DIFCO), MRS= DeMan Rugosa and Sharp (Oxoid)
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Curva de crecimiento de P. acidilactici

Para determinar el crecimiento de P. acidilactici, se realizé un pre-in6culo que se
dej6 crecer 24 h y posteriormente se realizé una resiembra, para realizar un in6culo que
se dejé crecer 12 h. A un matraz Fernbach con 1 L de medio MRS modificado se le
adiciono el 1 % del indculo de 12 h y se incub6 a 30 °C, sin agitacion (Precision Gravity
Convection Incubator Modelo 4). Se tom6 una alicuota de 1 mL del medio a las 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 20 y 24 h de fermentacion, se midid la densidad 6ptica a una longitud
de onda de 600 nm (Biomate 3 Spectrophotometer, Thermo Scientific) y se determiné el
pH (34 pH Meter Beckman).

Deteccién de la actividad antibacteriana mediante pruebas de difusion en

agar

Para determinar el efecto antibacteriano in vitro se realizaron pruebas de difusion
en agar. En la caja petri se colocaron 15 mL de agar BHI al 1 %, se dejé solidificar a 4
°C durante 15 min, posteriormente a la caja se le adicionaron 10 mL de agar al 0.6 %
con 1 x 10" UFC/mL de S. aureus. Con un penicilindro se hicieron pozos sobre la doble
capa de agar, a los cuales se les adicionaron 200 uL de cada una de las fracciones
obtenidas y las cajas se incubaron a 37 °C por 24 h. Se tom6 como positiva la prueba
cuando el diametro del halo de inhibicion del microorganismo indicador fue mayor a 1
mm, el que se correlaciond con la concentracion de proteina total colocada en cada

p0Zo.

Localizacion de la enzima con actividad litica en P. acidilactici

Con la finalidad de determinar la fase de crecimiento en la que se presenta la
mayor actividad de la enzima en estudio y su localizacién, se siguieron las técnicas
descritas por Mora et al., (2003) y Cibik y Chapot-Chartier (2004). Se cosecharon 100
mL de cada uno de los tiempos de la fermentacion (4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20y 24
h), cada alicuota se centrifugdé a 10,000 rpm durante 20 min a 4 °C. El paquete celular
se lavé dos veces con un buffer 50 mM Tris-HCI, pH 8.0 (buffer de trabajo), bajo las
condiciones anteriormente descritas y posteriormente cada paquete se sometié a

alguna de las condiciones detalladas a continuacion:
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1) Se resuspendid6 en 10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 10 mM EDTA (acido
etilendiaminotetra acético), 10 mM NaCl y 2 % SDS (sodium dodecyl sulfate) (buffer de
extraccion), se adiciond el volumen necesario para llegar a una D.O.goonm de 2.0-2.5, la
mezcla se agitd vigorosamente y se colocé en bafio de agua a ebullicion durante 10
min, se dejo enfriar a temperatura ambiente, se centrifugd a 17,000 rpm por 25 min a 10
°C. El sobrenadante, que contenia las proteinas adheridas a membrana, se congel6 a -
70 °C, se sometio a liofilizacion (Labconco Freezone 4.5). Posteriormente las muestras
se dializaron con una membrana con tamafio de corte de 1 kDa (Spectra/Por7,
Spectra), contra agua destilada y en agitacion constante a 4 °C toda la noche, con la

finalidad de eliminar la mayor cantidad de SDS posible.

2) Siguiendo el protocolo propuesto por Cibik y Chapot-Chartier (2004), cada
paguete celular se resuspendié y se ajustd a una D.O.goonm de 2.0-2.5, y se sonicaron a
una amplitud de 30 Hz con 20 ciclos de 20 s cada uno e intervalos de descanso de 20 s
a 4 °C, (sonicador Fisher Scientific, 550). Posteriormente, se centrifugd a 17,000 rpm
por 30 min a 4 °C. A la fraccion soluble, que contenia el citosol, se le determind la
concentracion de proteina y se guardd a -20 °C hasta su uso. Al boton residual de las
muestras tomadas a diferentes tiempos se le adicion6 el volumen necesario de buffer
de extraccién para llegar a una D.O.goonm de 2.0-2.5, se agitd vigorosamente y se
colocd en bafio de agua a ebullicibn durante 10 min, se dejé enfriar a temperatura
ambiente y se centrifugd a 17,000 rpm por 25 min a 10 °C. El sobrenadante, que
contenia las proteinas adheridas a restos celulares, se congel6 a -70 °C, se someti6 a
liofilizacion y a dialisis como se describié anteriormente. Por lo tanto, tras seguir este
procedimiento, se obtuvieron tres fracciones celulares:

a) proteinas adheridas parcialmente a membrana,
b) citosol

C) proteinas adheridas a restos celulares.

A cada una de las fracciones se le determind la concentracion de proteina, el
perfil de proteinas, se evalué en zimogramas para deteccion de actividad de PGH y se

probd la capacidad antimicrobiana en pruebas de difusién en agar.

14


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Perfil de proteinas y zimogramas

El peso molecular de las proteinas de interés se determind por electroforesis en
geles de poliacrilamida co-polimerizada en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970). Se prepararon SDS-PAGE al 10 % con los reactivos necesarios (Bis-
acrilamida 30 %, Tris-HCI 2 M, pH 8.8, SDS 10 %, H,O, TEMED y APS 10 %). Se
tomaron 30 pyL de la muestra a evaluar y se les adicionaron 8 uL de amortiguador de
carga (50 mM de Tris-HCI pH 6.8, 2 % SDS, 2.5 % glicerol, 0.5 % [B-mercaptoetanol y
0.5 % de azul de bromofenol) (Laemmli, 1970). Se trataron a ebullicién durante 5 min y
se cargaron en el gel (Bio-Rad, Power-Pac 300), el cual se corrié a 80 V durante 1.5 h.
Después de la electroforesis, el gel se lavo dos veces con agua desionizada durante 30
min, se tiflo con azul de Coomassie (0.1 % azul de Coomassie R-250, 45 % metanol, 10
% acido acético glacial y 45 % de agua) durante 2 h y se destifié con 10 % de metanol,
10 % &cido acético glacial y 80 % agua. El peso molecular de las bandas de proteina se
determind por la comparacién con marcadores de alto peso molecular (Bio-Rad, 161-
0303). Para la elaboracion del zimograma, se prepararon geles SDS al 10 % de
poliacrilamida co-polimerizada con 0.2 % de células liofilizadas de M. lysodeikticus,
como sustrato (Leclerc y Asselin, 1989), posteriormente, las células se resuspendieron
con los reactivos necesarios para la elaboracion del gel. Una vez transcurrida la
electroforesis, el gel se lavé dos veces con agua desionizada durante 30 min, se incubo
a 37 °C con amortiguador de renaturalizacion (Tris-HCI 100 mM, pH 8.0 con Triton X-
100 1 % v/v) durante 12-16 h en agitacién suave. Finalmente el gel se tifié con 0.01 %
de KOH y 0.1 % de azul de metileno durante 30 min y se destifié con agua destilada. El
porcentaje de pureza de cada banda se calculé usando la densidad Optica, utilizando el
software Image Lab (Bio-Rad).

Determinacion de proteina
La concentracion de proteina de cada fraccidn se determind por el método de
Bradford (Bradford, 1976) usando un kit comercial (Bio-Rad) y albumina sérica bovina

como estandar.
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Purificacién parcial de la PGH

La fraccidn de proteinas solubilizadas con buffer de extraccion se dializ6 con una
membrana de tamafio de corte de 50 kDa (Spectra/Por7) contra agua y en agitaciéon a 4
°C (Mee-Jung et al., 2008), posteriormente se sometieron a ultrafiltracion (Amicon,
Millipore) con una membrana de tamafio de corte de 100 kDa (Ultrafiltration
Membranes, regenerated cellulose, Millipore). En todos los pasos del tratamiento la

muestra se conservo a 4 °C.

Identificacidén de proteinas por espectrometria de masas (LC-MS/MS)

Las muestras se analizaron por LC-MS/MS (cromatografia liquida acoplada a
espectrometros de masas capaces de producir espectros en tandem), técnica que
permite identificar proteinas a partir del espectro de masas de su huella peptidica, e
incluso de secuenciar de novo estos péptidos. Las secuencias de los péptidos se
analizaron mediante el programa MASCOT (version 1.6b9, Matrix Science, London,
U.K.). Posteriormente, se utilizé el programa BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool, National Center of Biotechnology Information) para encontrar regiones de similitud
con secuencias de otras proteinas reportadas en la base de datos.

Espectro antibacteriano

Los microorganismos utilizados se describieron en la tabla 1. Cada cepa se
reactivd a 37 °C por 24 h en el mismo medio de cultivo. Para evaluar la actividad contra
cada uno de los microorganismos se realizaron pruebas de difusion en agar como se

describié anteriormente.

Efecto de la actividad PGH parcialmente pura durante la curva de
crecimiento de microorganismos modelo
Se  utilizaron S. aureus, E. coli, y P. acidilactici como microorganismos

indicadores. A un matraz Erlenmeyer con 50 mL de caldo BHI se adiciono el 2 % del
pre-indculo de cada uno de las cepas y se incubaron a 37 °C. Durante la fase
logaritmica de crecimiento de cada microorganismo se adicioné PGH parcialmente pura
(500 pg/mL), se monitored la D.O.g0nm tomando una alicuota de 0.5 mL del medio cada

0.5 h y simultdineamente se tomo6 una alicuota para medir Unidades Formadoras de
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Colonias por cada mL (UFC/mL). Para cada microorganismo se corri6 un matraz

control, al que no fue adicionada la fraccién enzimatica.

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La CMI es definida como la minima concentracién de antibiético (o sustancia con
actividad inhibitoria) que puede inhibir el crecimiento de un organismo después de ser
incubado toda la noche (Andrews, 2001). A cajas inoculadas con S. aureus, como se
describié anteriormente, se adicionaron diferentes concentraciones de PGH (4 a 400
pMg/mL), las cajas se incubaron a 37 °C por 24 h. Se evalu6 el didmetro del halo de

inhibicién del microorganismo de prueba.

Clonacién y expresion de la proteina de 99-kDa con actividad litica

Plasmido y cepa utilizados para la clonacién y expresion de la proteina de

99-kDa

Se utilizaron el sistema pET (pET System, Novagen) y la cepa Escherichia coli
BL21(DE3) para la clonacion y expresion de la proteina recombinante.

El vector empleado fue el pET-19b(+) (5717 pb), debido a que posee algunas
caracteristicas que favorecen la expresion y purificacion de la proteina, como: 1) cuenta
con el operador lac, al cual se une el represor lacl, que hace mas estricta la expresion,
reduciendo los niveles basales de produccion de la proteina; 2) puede recibir insertos
de gran tamafio; 3) adiciona un tallo de histidinas en el N-terminal (10x His) que facilita
la posterior purificacion; 4) contiene un gen que le confiere resistencia a ampicilina, lo
gue facilita la seleccion de las colonias transformantes.

La cepa E. coli BL21(DE3), es ampliamente utilizada debido a que presenta
algunas caracteristicas en su genotipo que la hacen idonea para la clonacion y
expresion, dentro de las que destacan las siguientes: 1) lon: deficiente en esta proteasa
gue degrada las proteinas heterélogas; 2) F- incapaz de generar una sola hebra de
DNA,; 3) gal: deficiente en el metabolismo de galactosa; 4) Posee un gen de RNA pol
T7.
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Con las propiedades antes mencionadas y aprovechando la expresion de la RNA
pol T7 se puede emplear en conjunto con esta cepa un vector que posea un promotor
del mismo bacteridéfago (T7) con lo cual se tiene un alto control sobre la expresion de la
proteina de interés pues esta solamente es inducida cuando se aflade al medio de
cultivo un inductor del operén lac. Generalmente se utiliza IPTG (isopropil-B-D-1-
tiogalactopiran6sido) como inductor, por lo cual el sistema de vectores pET son la
opcion adecuada para introducir genes de interés (pET System Manual 11th Edition,

Novagen).

Extraccion de ADN de P. acidilactici ATCC 8042

Se utilizaron células de P. acidilactici cosechadas en fase logaritmica de
crecimiento para la extraccion de ADN por medio de un kit comercial (Fast ID Genomic
DNA Extraction Kit), siguiendo las instrucciones del proveedor, adicionando 0.5 mg/mL

de lisozima para ayudar a lisar la célula.

Disefio de cebadores

Se disefiaron los cebadores utilizando la secuencia en nucleétidos para la
enzima de 99-kDa reportada en el genoma de P. acidilactici 7_4. Esta tiene una
longitud de 2784 pares de bases (NCBI Reference Sequence: NZ_GG730085.1) y se
denomina paci99. Se utilizé el software Oligocalc (Kibbe, 2007) (Tabla 2) para disefar
los oligonucledtidos, los cuales se sintetizaron en la Unidad de Biologia Molecular del
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. En la direccién directa del oligonucleétido se
inserto la secuencia para la enzima de restriccion Xhol y en la direccion reversa el sitio

de restriccion para la enzima BamHI (Tabla 2, secuencias subrayadas).

Tabla 2. Cebadores utilizados para amplificar el gen paci99.

Nombre Orientacion Direccion (5" 2> 3)) Tm °C

FXhol Directa CTACACCTCGAGTTTAAGTCAGGGAAG 598

RBamHI Reversa ACCTGCTCGAGCAACGAAATTGCTGA 58.0
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Amplificacién del gene

La amplificacion del gen paci99 se realiz6 mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando el termociclador Maxigene (Axygen®), con la enzima
HotStarTaq DNA Polymerase (QIAGEN). Se utilizaron el ADN extraido de P. acidilactici
ATCC 8042 (100 ng) y los cebadores disefiados a una concentracién final de 0.2 uM,
los dNTP’s (Fermentas) a 0.2 mM, 1.25 U de la enzima y 1x del buffer de la enzima
(10x PCR buffer). Se adicioné agua con base para 25 pL de reaccion. Las condiciones

térmicas de la reaccién se enlistan en la tabla 3.

Tabla 3. Condiciones térmicas de la PCR para la amplificacion del gen de interés

Etapa Temperatura Tiempo . )
_ Numero de ciclos
(°C) (min)
Desnaturalizacion
o 95 15 1
inicial
Desnaturalizacion 94 30s
Alineamiento 59 30s 35
Extension 72 1
Extensioén final 72 10 1

Purificacién de productos de PCR

Se corrié una electroforesis en gel de agarosa al 1 % (p/v) utilizando buffer TAE
1x (Tris 40 mM, &cido acético 20 mM, EDTA 1 mM). Las muestras obtenidas de la PCR
se mezclaron con buffer de carga 6x (Loading Dye 6x, Fermentas). La electroforesis se
corrié a 90 V durante 45 min y el gel se reveld con bromuro de etidio al 0.01 % sobre un
transiluminador de luz UV.

Una vez identificada la banda del gen de interés, se purifico a partir del gel de
agarosa utilizando el Kit GenElute Minus EtBr Spin Columns (Sigma-Aldrich), siguiendo

las especificaciones recomendadas por el proveedor.
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Obtencion de amplicones internos del gen paci99 para conocer la

secuencia completa

La secuenciacion del gen de interés no fue completa debido a que es de gran
tamafo y los sistemas de secuenciacion hasta el momento solo permite secuenciar
cerca de 1000 pb, de las cuales sélo 700 pb son confiables, por lo que fue necesario
disefiar cebadores internos para amplificar un fragmento mas corto. En la tabla 4 se
muestran los cuatro diferentes cebadores disefiados para obtener la secuencia del gen
paci99 completo. En la figura 3 se esquematiza las regiones amplificadas del gen, asi
como el nombre asignado a cada cebador. Todas las reacciones de PCR fueron
sometidas en las mismas condiciones anteriormente descritas. Los productos de

amplificacion se purificaron y se enviaron a secuenciar a MacroGen Inc (Sedl, Corea).

Tabla 4. Cebadores disefiados para obtener la secuencia completa del gen paci99

Nombre Cebador 5 =2 3 Tm °C Tamafo
esperado pb

FXhol CTACACCTCGAGTTTAAGTCAGGGAAG 58

=939
R199 GGGCAACTGGTCAAAATATTTATAGCGG 58
F299 CCGCTATAAATATTTTGACCAGTTGCC 57
=890
R299 CGTTAACTTACTCCGTGATTCCGC 57
F399 CGGAATCACGGAGTAAGTTAACGT 56
=1005
RBamHI ACCTGCTCGAGCAACGAAATTGCTGA 60
9?9 pb 89A0 pb 10()?5 pb
[ \f \f \
Opb 1000 pb 2000 pb 2784 pb
gen
paci99 *
> > >
FXhol F299 F399
<€ <€ <€
R199 R299 RBamHI

Figura 3. Esquema de las regiones internas amplificadas del gen paci99
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Digestion y ligacién

El gen paci99 amplificado y purificado se digiri6 con las dos enzimas de
restriccion (Xhol y BamHI, Fermentas), y se insertd en el plasmido pET-19b(+) el cual
previamente fue digerido con las mismas enzimas de restriccion. En la tabla 5 se
muestran las concentraciones utilizadas para la doble digestion del gen de interés y del
vector.

Tabla 5. Concentraciones utilizadas para la doble digestién del gen y plasmido

Reactivo Gen Plasmido
Buffer Tango 10x 2X 2X
ADN 1pg 500 ng
Xhol 25U 25U
BamHI 25U 25U
H,O cpb 25ul 254l

Cada una de las mezclas de reaccion se incubé a 37 °C durante 1 h y se
inactivaron las enzimas a 85 °C durante 20 min. Posteriormente, para purificar cada una
de las reacciones se utilizd el kit High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)
siguiendo las instrucciones del proveedor. Las muestras fueron concentradas a 50
ug/mL en un concentrador de ADN (DNA plus).

Para la ligacidn del inserto dentro del vector se utilizé la enzima T4 DNA Ligasa
(Fermentas). Para saber la cantidad de inserto que se necesitaban, se ocup6 la

siguiente formula con una relacion molar 5:1, inserto:vector.

La concentracion de vector fue de 50 ng y la cantidad de inserto, resultado de la
sustituciéon en la férmula, fue de 127 ng. En la tabla 6 se muestra las cantidades

ocupadas para la reaccion de ligacion.
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Tabla 6. Mezcla de reaccion de ligacion

Reactivo Concentracion final
Vector pET-19b(+) 50 ng
Inserto 127 ng
T4 DNA Ligasa 1U
Buffer de la enzima

1x
10x
Agua chp 20 yL

La mezcla de reaccién se incubd a temperatura ambiente durante 2 h vy
posteriormente se incubd a 70 °C durante 10 min para inactivar a la enzima. Una vez

obtenida la construccién pET19-99 se transformé en E. coli BL21.

Células competentes y transformacion

Se tomaron 200 pL de células de E. coli BL21 y se adicionaron a un tubo con 5
mL de medio Luria-Bertani (LB: Bacto triptona 10 g/L, Extracto de levadura 5 g/L, NaCl
10 g/L, pH=7.0); se dejo crecer 12 h a 37 °C, 200 rpm. Posteriormente, se realiz6 una
resiembra del 1 % del pre-in6culo a 50 mL de medio fresco y se incubd en las mismas
condiciones anteriormente descritas, hasta alcanzar una D.O.goonm de 0.1. Una vez
alcanzada esa densidad optica se centrifugaron los 50 mL de medio a 8,500 rpm, 10
min, 4 °C. El pellet se resuspendié en 15 mL de CaCl, 100 mM y se incubd en hielo
durante 30 min. Después se centrifugd bajo las mismas condiciones, se resuspendi6 en
2 mL de CaCl,; 50 mM, y se incub6 en hielo por lo menos 2:30 h para obtener células
competentes.

La transformacion consistié en tomar 50 pL de células competentes, mas 5 uL de
la mezcla de ligacién, mezcla que se dejé incubar 30 min en hielo. Después se le aplic
un choque térmico, elevando la temperatura a 42 °C durante 2 min, e inmediatamente
se incubo en hielo durante 5 min. La mezcla de transformacién se transfirié a un tubo de
1.5 mL y se le adicion6 1 mL de medio LB para recuperar las células (37 °C, 200 rpm, 1
h). Se centrifugo el tubo a 12,500 rpm durante 10 min, se elimind el sobrenadante y el
pellet se resuspendié en 200 uL de medio LB. Se plaqueé sobre cajas de agar LB con
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ampicilina (100 pg/mL concentracion final), se incubd durante toda la noche a 37 °C, se
seleccionaron colonias al azar y se inocularon tubos de 5 mL de medio LB con
ampicilina que se incubaron 12 h a 37 °C y 200 rpm.

De todas las colonias seleccionadas se realizé la extraccion de plasmido con el
kit GeneJET Plasmid Miniprep (Fermentas), siguiendo las indicaciones del proveedor.
Para determinar la concentracion del plasmido se utilizé el lector de placas Epoch
Biotek con el software Gen 5 1.10, a una longitud de onda de 260/280 nm. Para verificar
si el gen se encontraba insertado dentro del vector, se realiz6 una PCR con los
cebadores especificos, siguiendo las indicaciones anteriormente descritas. Aquellas
clonas que amplificaron el fragmento del tamafo esperado fueron seleccionadas como
positivas y se almacenaron a -70 °C con glicerol al 20 % (v/v); ademas se enviaron para
su secuenciacién a MacroGen Inc, (Corea) para verificar que no presentaran mutacién

alguna.

Expresion de la proteina recombinante

Una vez obtenidas clonas positivas de acuerdo a los resultados de amplificacion
y secuenciacion, se procedié a la expresion de la proteina de interés.

Campos-Gomez (2013) reportd las mejores condiciones de induccion para este
tipo de enzimas, que resultan muy toxicas para la célula hospedera. De acuerdo a esos
resultados, se decidié trabajar con las siguientes condiciones: 37 °C de incubacion, 2 h
de crecimiento, 0.1 mM de IPTG como inductor. Una vez definidos estos parametros, se
realizé un preinéculo partiendo de la construccién conservada a -70 °C, adicionando
200 pL a un tubo con 5 mL de medio LB mas ampicilina, incubado a 37 °C, 200 rpm,
durante 12 h. De este pre-indculo se tomaron 250 yL que fueron adicionados a 100 mL
de medio LB mas antibiético y se incubaron a 37 °C, 200 rpm hasta llegar a una
D.O.600nm €ntre 0.5 y 0.8. Posteriormente se adicioné 0.1 mM de IPTG (Fermentas), y se
dejo crecer durante 2 h en las condiciones descritas anteriormente (Campos-Gomez,
2013).
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Identificacién de la proteina recombinante por Western-blot

Para confirmar la produccion de la enzima recombinante, identificarla y conocer
el peso molecular aproximado, se realiz6 un ensayo de Western-blot utilizando un
anticuerpo especifico contra el tallo de histidinas. Se corri6 un SDS-PAGE al 10 % vy
posteriormente, las proteinas se transfirieron a una membrana de difluoruro de
polivinilideno (PVDF, PolyScreen® Perkin-Elmer) a 15 V durante 1 h en un equipo
Trans Blot® SD Semi-dry Transfer cell (Bio-Rad), utilizando buffer de transferencia (Tris
25 mM, Glicina 190 mM y metanol al 10%). La membrana se bloqued con leche
descremada (Skim milk, Difco) al 3 % (p/v) en buffer TBS-T (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150
mM, pH 7.5, Tween-20 0.05 %) y en agitacion suave a temperatura ambiente durante 1
h. Posteriormente, se lavo la membrana con 20 mL de buffer TBS-T dos veces durante
30 s y se le adicion6 el anticuerpo anti-his acoplado a fosfatasa alcalina (Anti-His(C-
term)-AP, Invitrogen) en una dilucion 1:7,500 en el mismo buffer y se incubd durante 1 h
en agitacion a temperatura ambiente. Se repitieron los lavados de la membrana, para
finalmente adicionar 15 mL de la solucion reveladora de NBT/BCIP (nitro azul de
tetrazolio/5-bromo-4-cloro-3'-indolfosfato, Perkin-Elmer), que se dej6é actuar hasta la
aparicion de bandas moradas, que indican la presencia de las proteinas con

recombinante.

Obtencion de la proteina recombinante de 99-kDa

Siguiendo las condiciones Optimas de induccion, el medio de cultivo se centrifugé
a 8,500 rpm durante 10 min a 4 °C para separar las células del sobrenadante. El
extracto libre de células se filtr6 con una membrana de 0.22 um (Millipore) y
posteriormente se ultrafiltré con una membrana de tamafio de corte de 10 kDa. A esta
muestra se le determind la concentracion de proteina y actividad de N-
acetilglucoamidasa.
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Actividad de PGH utilizando 4-Nitrofenil N-acetil-B-D-glucosamina como

sustrato

La actividad de PGH fue determinada utilizando como sustrato al 4-nitrofenil N-
acetil-p-D-glucosaminida (Sigma-Aldrich), el cual, al ser hidrolizado por la enzima libera
p-Nitrofenol y N-acetil- B-D-glucosaminida. El p-nitrofenol en medio basico forma el ion
p-nitrofenolato, el cual es de color amarilo y puede ser medido
espectrofotométricamente a 405 nm.

En una microplaca de 96 pozos se colocaron 10 uL de una solucion de 1 mg/mL
de NP-GIcNAc, 10 uL de la enzima en estudio y 80 uL de un amortiguador de citrato de
sodio 100 mM, pH 4.8. Como control positivo se utilizé B-N-acetilglucoamidasa
(Canavalia ensiformis, Sigma-Aldrich) en una concentracion 10 ug/mL y como control
negativo, a la lisozima (10 ug/mL). El blanco consistié en 10 ul del sustrato y 90 uL
amortiguador. La mezcla de reaccién se incub6 a 37 °C durante 10 min. Posteriormente
se adicionaron 100 uL de carbonato de sodio 140 mM para detener la reaccion e
incrementar el color. Se midi6é la absorbancia a 405 nm en un lector de microplacas
Epoch de BioTek. También se midié la absorbancia de una solucion estandar de p-
nitrofenol 5 mM para realizar los calculos de actividad. Una unidad se define como: la
cantidad de enzima necesaria para hidrolizar 1 pmol de 4-nitrofenil N-acetil-B-D-

glucosaminida a p-nitrofenol y N-acetil-B-D-glucosaminida en 1 min a 37 °C.

Purificacion parcial de la proteina recombinante

Cromatografia de afinidad

La proteina recombinante contiene un tallo de histidinas en el extremo N-terminal
proporcionado por el vector, lo que facilita la purificacién por cromatografia de afinidad.
Debido a que el tallo se une de manera no covalente a iones metalicos quelantes como
el Cu? y el Ni?*, se utilizé una columna de 5 mL de sefarosa niquelada (His-tagged
Protein Purification, GE Healthcare) y el proceso de purificacién se llevo acabo
conectando la columna a un equipo de separacion FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography) (Biologic LP, Bio-Rad) siguiendo el protocolo recomendado por el
proveedor. Se lavo la columna con 5 voliumenes (25 mL) de agua destilada, se equilibré
con 5 volumenes de solucion de unién (20 mM Na,HPO,4, 500 mM Nacl, 10 mM
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imidazol, pH 7.4) con flujo de 1.0 mL/min. Una vez con la columna equilibrada, se
pasaron 20 mL del extracto citosolico con una concentracion de 4.3 mg/mL, el cual
contenia 20 mM de imidazol. Posteriormente se realizé un lavado de la columna para
eliminar las proteinas contaminantes pasando una solucion de unién al mismo flujo
hasta un valor constante de absorbancia a 280 nm (Abs,sonm) Y cercano a cero. A
continuacién se aplicé un gradiente de 20 a 500 mM de imidazol, en un volumen final de
100 mL. Se colectaron fracciones de 1 mL una vez que se observé un aumento en la
Abszgonm, Y hasta que terminé el gradiente. Las fracciones obtenidas fueron analizadas
por medio de SDS-PAGE y Western-blot.

Cromatografia de exclusion molecular

La columna de exclusion molecular utilizada fue Superdex 200 (Pharmacia
Biotech) (2.6 x 60 cm). Se pasaron 20 mg de la muestra a través de la columna, la cual
se encontraba conectada al equipo Biologic LP (Bio-Rad) con un flujo 1 mL/min en un
amortiguador que contenia 100 mM Tris-HCI, pH 8.0. Se colectaron fracciones de 5 mL,
las cuales fueron monitoreadas para detectar la cantidad de proteina a una absorbancia
de 280 nm (Abs,sonm). Las fracciones obtenidas fueron analizadas por medio de SDS-

PAGE y zimogramas.

Zimogramas utilizando 4-Nitrofenil N-acetil-B-D-glucosamina como sustrato

Siguiendo el protocolo descrito para la elaboracion de geles de poliacrilamida co-
polimerizada en condiciones desnaturalizantes y reductoras, se adicion6 3 mg del
sustrato a los reactivos necesarios para realizar el gel. La electroforesis se corrié en las
condiciones anteriormente descritas y posteriormente el gel se lavo dos veces con agua
desionizada durante 10 min, se incub6 a 37 °C con un amortiguador Tris-HCI 100 mM,
pH 8.0 durante 1 h en agitacion suave. La presencia de una banda de color amarillo
indica la degradacion del sustrato, la que conlleva a la liberacién de p-nitrofenolato.

26


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Caracterizacion bioquimica de la proteina recombinante de 99-kDa

Efecto del pH sobre la actividad de PGH

Para obtener el pH 6ptimo de actividad se utiliz6 una mezcla de amortiguadores:
acido citrico 20 mM (intervalo de capacidad amortiguamiento: 2.1-4.1), 4cido acético 20
mM (3.8-5.8), MES 20 mM (5.5-6.7), HEPES 20 mM (6.8-8.2), CHES 20 mM (8.6-10),
ajustado a cada pH, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10. La actividad se determiné con 10 uL del
sustrato, 85 uL del cada uno de los amortiguadores. La reaccién se inicié con la adicion

de 5 uL de la enzima para evitar una preincubacion.

Estabilidad al pH

Para los estudios de estabilidad, 10 uL de la enzima se incubaron con 85 uL de
cada uno de los amortiguadores durante 60 min, posteriormente se tomaron 10 uL de
esta mezcla de reaccion y se adicionaron a 80 uL de la mezcla de amortiguadores a pH
7, iniciando la reaccién con la adicion del sustrato. Como control se utilizé a la enzima

sin la adicion de la mezcla de amortiguadores.

Temperatura 6ptima de actividad

Se tomaron 5 uL de la muestra con actividad litica y se adicionaron 10 uL del
sustrato y 85 uL de la mezcla de amortiguadores pH 7, la mezcla de reaccion se incubo
por 10 min a diferentes temperaturas (37, 45, 50, 60, 70, 80 y 90 °C). Posteriormente se
par6 la reaccién y se leyé a 405 nm en un lector de placas, como anteriormente se

describid.

Estabilidad térmica

Se tomaron 20 pL de la fraccion con la proteina recombinante y se colocaron en
tubos de plastico de 0.6 mL, los cuales se sometieron a diferentes temperaturas: 37, 45,
50, 60, 70, 80 y 90 °C, y se incubaron durante 60 min. Al final de la incubacion se
tomaron 5 pL de la muestra y se determind actividad de N-acetilglucoamidasa. Como

control se utilizo a la enzima sin ningun tratamiento térmico.
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Efecto de iones metdlicos, inhibidores y agentes quelantes sobre la
actividad

Para determinar el efecto que tiene cada ion evaluado, (Mg?*, Zn**, Ca*'y Na")
sobre la actividad de la proteina recombinante se le adicion6 EDTA en una
concentracion final de 100 mM para secuestrar los iones metélicos que pudieran estar
presentes, ya que el EDTA es un agente quelante de iones Zn** (Morner y Braun,
1984). A 10 uL de la enzima se le adicioné 100 mM del agente quelante y se dejé
incubar a temperatura ambiente durante 60 min. A partir de esta muestra, se tomaron
alicuotas y se adicion6é cada ion en una concentracion final de 1 y 10 mM,
posteriormente se evalud la actividad de N-acetilglucoamidasa. Como control se evalué
la actividad de la muestra tratada con EDTA sin la adicién de ningln ion.

Para determinar el efecto de agentes quelantes se utiliz6 EDTA y EGTA (acido
etielnglicol tetra acetico, agente quelante de iones Ca?"), y de un inhibidor serin-
proteinasas como el PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) (Genckal y Tari, 2006), se
utilizaron dos concentraciones 1y 10 mM.

Se tomaron 10 pL de la enzima y se le adiciond cada uno de los quelantes e
inhibidor en las concentraciones mencionadas, se incubd por una hora a temperatura
ambiente durante 60 min, posteriormente se determind la actividad de N-

acetilglucoamidasa. Como control se utilizé a la enzima sin ningun quelante e inhibidor.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccidén y localizacién de la actividad litica en P. acidilactici ATCC 8042

Curva de crecimiento

Se obtuvo la curva de crecimiento en medio de cultivo MRS. Tras un seguimiento
por 24 h, la curva fue de tipo sigmoidal y se produjo un decaimiento del pH que
alrededor de 0.6 unidades (Fig. 4).
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Figura 4. Curva de crecimiento de P. acidilactici. Se determiné la D.O goonm (H) y el pH
(A) en funcion del tiempo. Las barras representan la desviacion estandar de 3 ensayos
independientes.

Localizacion de la enzima con actividad litica en P. acidilactici

Se llevaron a cabo dos procedimientos de recuperacion de proteinas celulares; el
empleo de un amortiguador de extraccion (Mora et al., 2003) y la ultrasonicacion (Cibik
y Chapot-Chartier, 2004). En cada uno de ellos se esperaba recuperar una fraccion
diferente de proteinas: en la primera, las proteinas adheridas parcialmente a membrana
son extraidas facilmente con un amortiguador. En la segunda, las proteinas
intracelulares o citosdlicas son obtenidas del proceso de ruptura, y las proteinas
adheridas con mayor fuerza a la membrana son recuperadas de los restos celulares.

Una vez obtenida cada fraccion de proteinas, se evalu6 la actividad litica sobre S.
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aureus como microorganismo de prueba por el método de difusién en agar, tal como se
describié en materiales y métodos.

La fraccién de proteinas adheridas parcialmente a membrana presenté la mayor
actividad litica a las 8 h de fermentacion (Fig. 5-a). Probablemente la actividad
observada esta relacionada en el recambio de la pared, divisién, duplicacién y
crecimiento celular, y el leve repunte de la actividad en la fase final de crecimiento (24
h) se deba a la autolisis del microorganismo (Lortal y Chapot-Chartier, 2005) Las
proteinas adheridas a restos celulares presentaron actividad durante toda la cinética de
crecimiento, aunque la actividad en todos los casos fue menor a la obtenida con las
proteinas adheridas a membrana (Fig. 5-b). Es posible que esto se deba a la
sonicacién, método mecanico del que se ha reportado que genera calor y forma
burbujas ocasionando la desestabilizacion de proteinas con la consecuente disminucion
de la actividad (Zayas, 1997). La fraccion citosdlica no presentdé actividad
antibacteriana, evaluada por difusion en agar en ninguno de los tiempos de la curva de
crecimiento (Fig. 5-c). Cabe sefalar que en zimogramas, geles SDS en los que se
evalla la actividad litica sobre células de M. lysodeikticus, las fracciones mostradas en
1-a Y 1-b presentaron dos bandas de actividad en 110 y 99 kDa en todos los puntos de
la curva de crecimiento, mientras que con el material de la fraccion 1-c, no hubo la

presencia de bandas de actividad litica (datos no mostrados).
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Figura 5. Localizacion de la enzima con actividad litica en P. acidilactici. 1-a) Proteinas
adheridas parcialmente a membrana. 1-b) proteinas adheridas a fragmentos celulares.
1-c) Fraccion citosélica. Las barras vacias (0) indican la actividad en mm de
inhibicion/mg prot. D.O.s00nm, cuadros (M); pH, triangulos (A). Las barras de error son la
desviacion estandar de tres experimentos independientes.

Purificacién parcial de la PGH

Una vez localizada la fraccién en la que se presenta la mayor actividad, se
disefid un proceso de purificacion.
Las solubilizacion de proteinas con detergente, la dialisis con una membrana de tamafio
de corte de 50 kDa y la concentracion por ultrafiltracion con una membrana de 100 kDa,
resultd una buena estrategia para la purificacion parcial de la actividad litica, cuyo

resultado se muestra en la figura 6.
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Figura 6. Purificacion parcial. Carril 1 marcador de peso molecular alto; carril 2,
proteinas extraidas de membrana; carril 3, SDS-PAGE al 10 %, teflido con azul de
coomassie; carril 4, tincién de plata; carril 5, zimograma con M. lysodeikticus tefiido con

azul de metileno. Carril 2, 3y 5, 30 pg de proteina total; carril 4, 10 ug de proteina total.

Las bandas de 110- y 99-kDa presentes en la muestra de proteinas adheridas a
membrana (Fig. 6, carril 2) representan el 34.9 y 21.5 % respectivamente, de la proteina
total, ademas se observan otras bandas en menor proporcién que no son de interés. El
porcentaje de pureza después de la purificacion de esta fraccion es mayor, la banda de
110-kDa representa el 63.1 % y la banda de 99-kDa representa el 31.4 %, el valor
restante corresponde a proteinas que no pudieron ser eliminadas durante el proceso de
purificacion (aprox. 5.5 %) (carriles 3 y 4, Fig. 6). En el gel de actividad (carril 5, Fig. 6)
se presentd el 50.2 % de prevalencia para la banda de 110-kDa y el 21.1 % para la
banda de 99-kDa, el 28 % restante corresponde a otras bandas con actividad litica, que
pudieran ser péptidos generados por modificaciones post-trasduccionales o
degradacion proteolitica, que conservan la actividad litica. Este comportamiento se ha
observado en Lactococcus lactis (Buist et al., 1995) y en diferentes especies de
Pediococcus (Mora et al., 2003). Por lo tanto, se puede suponer que las bandas de 110-
y 99-kDa son las responsables de la actividad litica observada en este microorganismo.
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Identificacidén de proteinas por espectrometria de masas (LC-MS/MS)

Las bandas parcialmente puras fueron eluidas del gel, tal como se describe en
materiales y métodos y procesadas en el laboratorio del Dr. Guillermo Mendoza
(Facultad de Medicina, UNAM) y en la Unidad de Proteémica del IBT-UNAM.

Los péptidos generados de la digestion con tripsina de la banda de 110- y 99-
kDa, tuvieron un score global de 2042 y 1120 respectivamente. Los péptidos de la
banda de 110-kDa representan el 47 % de cobertura y tuvieron 100 % de identidad con
una proteina putativa de peso molecular teérico de 110-kDa que se encuentra en P.
acidilactici 7_4 (acceso: gi|270289973, Protein BLAST) con funcion desconocida hasta
el momento. Los péptidos de la banda de 99-kDa representan el 45 % de cobertura de
la secuencia del mismo microorganismo y presentaron 100 % de identidad con una
proteina reportada en el genoma de P. acidilactici 7_4 con actividad de N-
acetilmuramidasa (acceso: gi|270290692, Protein BLAST), ademas presenta regiones
conservadas de unién a carbohidratos, unién a Zn®* y un sitio catalitico con actividad de

N-acetilglucoamidasa.

Anélisis de las secuencias

110-kDa. La proteina putativa que se reporta en P. acidilactici 7_4, hasta el
momento no tiene funcién conocida en la célula, sin embargo se conoce que tiene una
region conservada de transportador unido a membrana de tipo ABC (ATP-binding
cassette) (residuos 905-1110). Dichos transportadores son los mas estudiados en
bacterias y tienen diferentes funciones en la célula, dentro de los que destaca la
captacion de nutrientes al interior de la célula, asi como la expulsion de diferentes
sustancias toxicas y metabolitos generados durante el crecimiento (Kranitz et al., 2002;
Hollenstein et al., 2007) (Fig. 7).
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Figura 7. Los péptidos identificados por LC-MS/MS de la secuencia de 110-kDa, se
encuentran subrayados.

99-kDa. En el genoma de P. acidilactici 7_4 se reporta una proteina de peso
molecular de 99-kDa, con actividad de N-acetiimuramidasa en los residuos de
aminoacidos del 245 al 373. Se describe como una proteina de reconocimiento al
peptidoglucano (PGRPSs) y que en algunos casos hidrolizan la pared bacteriana (Guan
et al., 2005). Ademas se encuentra una regién conservada de union a carbohidratos en
los residuos 249, 250, 271, 275, 289, 296, 297, 303, 356, 360, 367, 369, dentro de la
cual se reporta un sitio con actividad de N-acetilmuramil-L-alanina amidasa (248, 275,
356, 367, 369) con sitio de unién a Zn** en la posicién 248, 356 y 369 y otro sitio
catalitico con actividad de N-acetilglucoamidasa (del residuo 777 al 915) (Fig. 8). Se ha
reportado que este tipo de enzimas pueden catalizar hasta dos reacciones diferentes
(Ohbuchi et al., 2001). La secuencia de aminoacidos de la proteina de 110- y 99-kDa
fueron sometidas a un alineamiento multiple usando el programa ClustalW2 (EMBI-
European Bioinformatics Institute) con la finalidad de conocer si tenian regiones o sitios
idénticos entre si, no se encontrd relacion alguna entre las dos secuencias con lo que
podemos proponer de que se trata de dos enzimas con actividad litica y peso molecular
diferentes, que hasta el momento no han sido reportadas para este microorganismo.
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Figura 8. Los péptidos identificados por LC-MS/MS de la secuencia de 99-kDa, se
encuentran subrayados.

Espectro antibacteriano

La proteina de 99-kDa, reportada en las bases de datos con actividad de N-
acetilmuramidasa putativa, explicaria la accion antibacteriana detectada previamente
contra M. lysodeikticus y S. aureus, aunque no se tenga del todo claro por qué la
proteina de 110-kDa podria ejercer una actividad litica.

En la actualidad las PGH son utilizadas para el control de patégenos en
alimentos, tal es el caso de la lisozima (Callewaert et al., 2011) y otras lisinas
provenientes de fagos (Fenton et al., 2010; Garcia et al., 2010). Por tanto, resulta
importante conocer cudl es el espectro de accion de las enzimas en estudio.

En la tabla 7 se muestran los resultados de la actividad antibacteriana sobre los
diferentes microorganismos utilizados. Todas las bacterias Gram-positivas, incluyendo
los microorganismos patdégenos, fueron inhibas por la PGH parcialmente pura,
destacando la actividad contra L. monocytogens y Bacillus cereus. La primera cepa es
relevante ya que es un microorganismo oportunista que se puede replicar en los
macrofagos y moverse en el interior de la célula evitando asi la eliminacion por

anticuerpos. B. cereus es el patbgeno mas importante dentro de su grupo ya que existe
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una alta frecuencia de enfermedades gastroentéricas por alimentos. De las bacterias
Gram-negativas evaluadas, S. typhimorium y E. coli presentaron inhibicion, sin embargo
Pseudomonas aeruginosa no presentod inhibicién, probablemente se debe a que este
género bacteriano sintetiza una capsula de polisacaridos (conocida como
exopolisacarido mucoide, cubierta de alginato o glucocalix), la cual protege al
microorganismo de la fagocitosis y de la actividad de algunos antibiéticos como los
aminoglucosidos (Murray et al., 2006).

Tabla 7. Inhibicién de cepas bacterianas por la PGH parcialmente pura

Cepas mm/mg prot.
Gram-positivas

Bacillus cereus CFQ-B-230 206.4
Bacillus subtilis ATCC 6633 127.2
Streptococcus pyogenes CFQ-B-218 188.9
Staphylococcus aureus ATCC 6538 180.2
Enterococcus faecium QB 99.4
Enterococcus faecalis QB 88.9
Listeria monocytogenes CFQ-B-103 77.8
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 89.6
Lactobacillus paracasei CFQ-B-90 79.2

Gram-negativas
Salmonella typhimurium ATCC 14028 200.6

Escherichia coli DH5a 76.6
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 0.0

Efecto de la actividad PGH parcialmente pura durante la curva de

crecimiento de microorganismos modelo

El método de difusién en agar y las diferencias en tamafios de los halos de
inhibicién permiten tener una idea de la susceptibilidad de los microorganismos a esta
enzima, pero existen diversos factores que pueden afectar el resultado de esta prueba.
Por esta razdn se decidid intentar tener mas informacién cuantitativa al contar las
células supervivientes a la accion de las enzimas liticas. Se emplearon tres
microorganismos y se determind el efecto de la adiciébn de la preparacion enzimética

una vez iniciado el crecimiento en medios liquidos 6ptimos de crecimiento.

36


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

El conteo de UFC/mL disminuyé6 de forma considerable al adicionar la
preparacién de PGH. El mayor efecto inhibitorio se observo sobre S. aureus (Fig. 9-a),
esta cepa fue inhibida en dos érdenes de magnitud en tan solo 0.5 h de crecimiento y
en cuatro 6rdenes de magnitud a las 7 h de crecimiento. Se ha reportado que este
microorganismo es el principal responsable de enfermedades intrahospitalarias
producidas por catéteres (Wu et al., 2003), asi como de contaminacién en leche bronca
y de mastitis, enfermedad comun en ganado vacuno (Rainard, 2005); hasta el momento
solo la lisostafina es utilizada para combatir este microorganismo patégeno ya que es
altamente afin al enlace pentaglicina del peptidoglucano de la pared celular (Rainard,
2005). Por lo cual resulta interesante la actividad de la PGH sobre S. aureus observada
en corto tiempo después de la adicidon de la enzima extraida de P. acidilactici. Los otros
dos microorganismos utilizados también fueron inhibidos por la PGH, sin embargo el
efecto se observé en tiempos de crecimiento mas prolongados. Para E. coli la UFC/mL
disminuyeron en dos 6rdenes de magnitud después de 24 h de crecimiento (Fig. 9-b) y
para la cepa productora (P. acidilactici ATCC 8042) las UFC/mL disminuyeron hasta en

cuatro ordenes de magnitud a las 8 h de crecimiento (Fig. 9-c).
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Figura 9. Cinética de crecimiento de: S. aureus, 3-a); E. coli, 3-b); P. acidilactici ATCC

8042, 3-c). Control D.O
triangulos rellenos (A);

barras rellenas (
En este tipo de enzimas es importante conocer la concentraci

Determinacién de la Concentraciéon Minima

parcialmente purificada (500 pg/mL).
es capaz de inhibir el crecimiento de un microorganismo indicador, por lo que se

sobre S. aureus fue de 10 ug/mL de proteina (Tabla 8), valores por debajo no tuvieron
efecto alguno sobre dicho microorganismo. Esta CMI es mayor que la reportada para la

realizaron pruebas por difusion en agar contra S. aureus. Se probaron varias
concentraciones de la preparacion enriquecida en PGH en un intervalo de 4 a 400

pMg/mL. La concentracion m
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lisostafina recombinante, que es capaz de inhibir el crecimiento de S. aureus en

concentraciones por debajo de 2 pg/mL y hasta 0.03 ug/mL (Xin-Yi et al., 2007).

Tabla 8. CMI de la preparacion parcialmente pura de PGH sobre S. aureus

Proteina mm de
(ug/mL) inhibicién
4 0.0
10 3.8
20 5.4
30 6.5
40 8.3

100 9
200 9.5
400 10.5

Con los resultados anteriormente descritos, se obtuvo una publicacion. Sin
embargo todavia quedan diversas preguntas para conocer el efecto de las dos PGH
reportadas en P. acidilactici.

Clonacién y expresiéon de la proteina de 99-kDa con actividad litica de P.

acidilactici

Para llevar a cabo la caracterizacion bioquimica de cada una de las proteinas de
forma independiente, se intentd su separacion por métodos fisicos, lo cual resulté muy
complicado debido a que las dos enzimas tienen un peso molecular muy parecido y un
punto isoeléctrico teérico muy cercano (110-kDa = 9.3; 99-kDa = 9.1). Para alcanzar los
objetivos planteados en este proyecto, se optd por la clonacidon y expresion de la
enzima de 99-kDa, por ser la que contiene dominios de actividad reportada como PGH.

Extraccion de ADN

Se extrajo ADN por medio de un kit comercial (Genetic Fast ID) a células de P.
acidilactici cosechadas en fase logaritmica de crecimiento. En la figura 10 se observa
una banda intensa en la parte superior, con lo que se confirma la integridad del ADN

extraido, el cual tuvo una concentracion de 238 ng/puL.
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<— ADN

Figura 10. Extraccién de ADN de P. acidilactici. Carril 1, marcador 1 kb plus
(Fermentas); carril 2, ADN extraido de P. acidilactici. Gel de agarosa al 1 %, tefiido con

bromuro de etidio.

PCR (Polymerase Chain Reaction)

Con el ADN y los cebadores sintetizados, se llevo acabo la reaccién de PCR. La
figura 11 muestra el amplicon obtenido, el cual coincide con el peso esperado de
~2,800 pb.

3,000 < 2800pb
2,000
1,636

Figura 11. Amplicon obtenido de la reaccion de PCR. Carril 1, marcador 1 kb
(Fermentas); carril 2, amplicon del gen paci99. Gel de agarosa al 1 %, tefiido con
bromuro de etidio.
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Obtencion de amplicones internos del gen paci99 para conocer la

secuencia completa

Cada uno de los amplicones obtenidos se secuencié en los laboratorios de
MacroGen Inc, Corea (Fig. 12), con la finalidad de conocer la secuencia completa del
gen paci99, que se obtuvo tanto en la forma directa como reversa. Se realizé un
alineamiento multiple contra la secuencia del genoma de P. acidilactici 7_4, utilizando el
software Multaline (Corpet, 1988). Los resultados mostraron alta identidad con la
secuencia presente en el genoma reportada en la base de datos.

b 1 2 3 4

1,000
900 7
800

Figura 12. Amplicones internos del gen paci99. Carril 1, marcador 100 pb (Fermentas);
carril 2, amplicén obtenido utilizando los cebadores FXhol y R199; carril 3, amplicon
obtenido utilizando los cebadores F299 y R299; carril 4, amplicdn obtenido utilizando los
cebadores F399 y RBamHI. Gel de agarosa al 1 %, tefiido con bromuro de etidio.

Andlisis de secuencia en aminoacidos

Se realizd la traduccién de nucledtidos a aminoacidos utlizando el software
Translate Tool-ExPASy Proteomics Server (Swiss Institute of Bioinformatics). Con la
secuencia en aminodcidos se realizé el alineamiento mdltiple con la secuencia del
genoma de P. acidilactici 7_4, con la finalidad de conocer qué residuos de aminoacidos
pudieron haber cambiado. En la tabla 9 se observan cinco residuos modificados, de los
cuales cuatro (posicion 84, 90, 144 y 208) presentaron las mismas caracteristicas fisico-
guimicas que los originales, y el Unico residuo que cambia de caracteristicas esta en la
posicion 203, de un aminoacido no polar con carga por un aminoacido polar sin carga
(Fig. 13). Es probable que no influyan en la catélisis de la enzima, debido a que, la
secuencia en aminoacidos de la proteina de 99-kDa presenta un péptido sefal del
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residuo 1 al 8 (Fig. 13 en rojo), un dominio de actividad de N-acetilmuramil-L-alanina
amidasa (del residuo 243 al 373) con una region conservada de unién a carbohidratos
en los residuos 249, 250, 271, 275, 289, 296, 297, 303, 356, 360, 367 y 369 (Fig. 13 en
gris, residuos en rojo), en los residuos 248, 275, 356, 367 y 369 (Fig. 13 en gris,
residuos en azul), se encuentra el sitio catalitico de N-acetilmuramil-L-alanina amidasa
y la unién a Zn** se encuentra en la posicién 248, 356 y 369 (Fig. 13 en gris, residuos
en verde); por ultimo el sito catalitico con actividad de N-acetilglucoamidasa se
encuentra de los residuos 777 al 915 (Fig. 13 en azul). En las regiones anteriormente
descritas, ninguno de los aminoacidos que cambiaron en la proteina clonada esta
involucrado en la unién al sustrato o en el sitio catalitico, por lo que probablemente la

actividad de PGH no se ve afectada.

Tabla 9. Residuos de aminoacidos que cambiaron de la proteina clonada en
comparacion con la proteina reportada en la base de datos.

Secuencia de la proteina de 99-kDa Secuencia de la proteina clonada de P.
del genoma P. acidilactici 7_4 acidilactici ATCC 8042
Posicién Aminoé&cido Tipo Aminoacido Tipo
84 P/prolina No polar, sin carga S/serina No polar, sin carga
90 Alalanina No polar, sin carga Vivalina No polar, sin carga
144 Vivalina No polar, sin carga Alalanina No polar, sin carga
203 K/lisina No polar, con carga Q/glutamina Polar, sin carga
208 Alalanina No polar, sin carga Vivalina No polar, sin carga
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1 I AF ASIATASLGL VALNTNAEKA HADSDAQANT NSASQLDQQT KTAPVNEKQV

61 TLAKPATVKA SSAAVTAQSA APAPSAAQSA AKVNADSTAK ADQHSAAAKY GTKATTSSAV

121 KPAKEAASAN AVKAAPASSA AKKVYSTSVAS SAAPSSAASK TVTSAAVKDS AAKEAVSSAA

181 NVKSSSAAAK TSVNSSAVSE AAKKDAKAEK TAEKKTDNSS KDYTIDNTYR LADNEGSDQK
N

KEQFAHDLAY GFDNDAANDN QNNNQNDNH QNDNQNNQNNN

HQNDSSNNHG NQNNQSYHVG DKVTIKNSAS HWATGQSIYN GVKGHTYKIT QTNGHKLLLD
QVISWINDGD VYKAGSNSGS SNNHNNNHTT NNADIKVGTV VTINNNASHW ATGQSIYSGV
KGKSYKVIQT NGNRLLLDKV ISWINKGDVH VPGSNSNNNN SGNQNHNNGN NHNNNGNTES
IHVGSKVTIN NNAKRWATGQ NIYSGVKGKT YTVIQMNGSR LLLDKVISWI NKGDVHLPGS
661 NGSQNNNNNN NNHANNNDGT IRVGTNVTIK PSAKRWATGQ NIYYGVKGKT YKVIQMNGNR

721 LLLDKVISWI NKGDVYVPGS SNNNNSNSNN NHNNNGSNYH FTNQNWTAAQ TNFVNSI

o R R
841F
901 KLDG LNSAISL

Figura 13. Secuencia en aminodcidos de la proteina de 99-kDa. En negritas y
subrayado, se muestran los aminoacidos que cambiaron de la secuencia clonada, en
comparacion con la secuencia de la base de datos. En amarillo se marca el péptido
sefial. En rojo se marca el sitio conservado de N-acetilmuramil-L-alanina amidasa, los
residuos de aminoacidos marcados en rojo corresponden al sitio de union a
carbohidrato, los residuos marcados en azul corresponden al sitio catalitico de actividad
y los residuos marcados en verde al sitio de unién a Zn*". En azul se marca el sitio
catalitico de N-acetilglucoamidasa.

Digestion, ligacion y verificacion de la insercién del gen paci99 en pET-

19b(+)

El gen paci99 amplificado y el vector purificado se digirieron con las dos enzimas
de restriccion (Xhol y BamHI, Fermentas) (Fig. 14, carril 2 y 3, respectivamente),
posteriormente fueron purificados y ligados. La mezcla de ligacion se transformd en
células de E. coli BL21, las colonias que crecieron en las cajas fueron inoculadas en
medio liquido para extraer la construccion pET19-99 (Fig. 14, carril 4), ademas se
realizd la reaccion de PCR con los cebadores especificos para comprobar que el gen
de interés habia sido insertado en el vector de expresion (Fig. 14, carril 5).
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pb 4
6,000
3,000 ! — 784 pb

Figura 14. Digestion, ligacion y verificacion de la insercion del gen en el vector de
expresion. Carril 1, marcador 1 kb (Fermentas); carril 2, gen paci99 digerido; carril 3,
pET-19b(+) digerido; carril 4, construccion pET19-99; carril 5, amplificacion del gen
paci99 a partir de la construccion pET19-99. Gel de agarosa al 1 %, tefiido con bromuro
de etidio.

Expresion y obtencién de la proteina recombinante de 99-kDa

Siguiendo las condiciones reportadas para la obtencion de una proteina
recombinante con actividad litica (Campos-Gémez 2013), una de las clonas positiva fue
cultivada en caldo LB con 0.1 mM de IPTG como inductor. Después de las 2 h de la
adicion del inductor, se separaron las células del sobrenadante, el cual fue concentrado
por ultrafiltracién, y cargado en un SDS-PAGE para conocer el perfil de proteinas y
zimograma para detectar actividad litica. En la figura 15 carril 2, se observa una banda
alrededor de 100 kDa. Esta presentd actividad de PGH contra células de M.
lysodeikticus (Fig. 15, carril 3). Con esta fracciébn se realiz6 un Western-blot en
condiciones desnaturalizantes para detectar la presencia del tallo de histidinas (Fig. 15,
carril 4), prueba que resulté positiva; sin embargo, la banda es muy tenue y esto se
pude deber a que parte de la proteina que se esta expresando presenta una hidrolisis
parcial en el N-terminal, donde se encuentra el tallo de histidinas. Algunos autores
reportan que en bacterias el amino terminal puede ser removido por una metionil
aminopeptidasa y esta hidrolisis va a depender del penultimo aminoacido que se
encuentre en la cadena; asi, si en esta posicion se encuentran los residuos: arginina,
lisina, fenilalanina, leucina, triptofano o tirosina, esta hidrolisis se llevard a cabo

desestabilizando a la proteina de interés (Tobias et al., 1991). En el caso de la proteina
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de 99-kDa, en la secuencia en aminoacidos en el penultimo residuo se encuentra una
fenilalanina, con lo que probablemente la proteina esté sufriendo un procesamiento muy
parecido al reportado por Tobias et al., (1991), lo que conlleva a la perdida del tallo de
histidinas que se encuentra en el amino terminal.

Con este analisis y tratando de evitar la hidrolisis de la proteina, la muestra se
ultrafiltr6 con una membrana de tamafio de corte de 10 kDa y fue sometida a SDS-
PAGE y zimogramas para conocer la integridad y la actividad de PGH. En la figura 15,
carril 5, se observa el perfil electroforético después de ultrafiltrar, en el carril 6 la banda
de actividad a 100 kDa y una sefal muy tenue para el tallo de histidinas en la imagen

del Western-blot en el carril 7.

kDa 1 2 3 4 5 6 7
200

116
97 <—101kDa

66

45
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Figura 15. Expresion de la proteina recombinante de 99-kDa. Carril 1, marcador de alto
peso molecular (Bio-Rad); carril 2, SDS-PAGE al 10 % de la fraccion libre de células;
carril 3, zimograma contra M. lysodeikticus; carril 4, Western-blot; carril 5, SDS-PAGE al
10 % del extracto libre de células ultrafiltrado; carril 6, zimograma contra M.
lysodeikticus; carril 7, Western-blot.

Purificacion parcial de la proteina recombinante de 99-kDa

Considerando que la proteina de interés presenta el tallo de histidinas y que
muchas proteinas recombinantes han sido purificadas utilizando esta propiedad, se
realizaron diversos intentos utilizando columnas de Ni** sin embargo, no se logré
purificar la enzima en las condiciones evaluadas. Se esperaba que la enzima
recombinante se uniera a la columna de Ni** no obstante, en todos los ensayos que se

realizaron la proteina se encontré6 en los primeros lavados, lo que indica que no
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presentd unién a la resina. Esto se corroboré por la deteccidon de la actividad de PGH y
zimografia contra M. lysodeikticus en la fraccion de los lavados (datos no mostrados).
Con la intencién de purificar la proteina de interés para conocer las propiedades
bioquimicas y el uso potencial que pueda tener en biotecnologia, la muestra después
de ser ultrafiltrada con membrana de 10 kDa se pasé por la columna de exclusion
molecular (Superdex 200). Se colectaron fracciones de 5 mL, bajo las condiciones
descritas en materiales y métodos; a cada fraccion se le determind actividad de N-
acetilglucoamidasa para conocer en que punto se encontraba la mayor actividad, y para
monitorear la cantidad de proteina se midi6é la Abs,sonm. En la figura 16 se presenta el
cromatograma obtenido de los parametros evaluados, donde se observa que la mayor
actividad de PGH se encuentra en la fraccion 29, aunque la Abs;gonm €S menor que con
respecto a las fracciones posteriores. Las fracciones 26 a la 33, fueron sometidas a
SDS-PAGE, y geles de actividad de N-acetilglucoamidasa, para conocer si la proteina

se encontraba pura, y presentaba actividad de PGH.
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Figura 16. Cromatograma obtenido después de pasar la muestra por la columna
Superdex 200. Los tridngulos representan la Abs,sonm Y l0S cuadros la actividad de N-
acetilglucoamidasa.

Posteriormente cada muestra fue concentrada por liofilizacién y se resuspendié

en 100 pL de amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 8. En la figura 17-a se muestra el perfil
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de proteinas de las fracciones 26, 27 y 28, donde se observan dos bandas, la primera
alrededor de los 100 kDa, que corresponde al peso esperado de la proteina
recombinante y que corresponde al 43 % de pureza; la segunda banda de 34 kDa
corresponde al 57 % de pureza, la cual probablemente sea producto de degradacion de
la proteina de 100 kDa. Para confirmar esto seria interesante secuenciar ambas
proteinas para conocer su identidad. En la figura 17-b se observa que la banda de 100
kDa es la que presenta actividad de PGH. El porcentaje de pureza de cada banda se
calculé usando la densidad 6ptica, utilizando el software Image Lab (Bio-Rad).

(@) (b)

kDa 1 26 27 28 26 27 28
200

116
97 101 kDa

66

45 34kDa

Figura 17. a) SDS-PAGE al 10 % de las fracciones 26, 27 y 28. b) gel de actividad de N-
acetilglucoamidasa de las mismas fracciones evaluadas. Carril 1, marcador de peso
molecular.

La PGH recombinante se logré purificar de una manera eficiente y rapida ya que
solo consistio en la ultrafiltracion y la columna de exclusion molecular. La tabla 11
resume los resultados durante las etapas de purificacidon. La purificacion se inicié con
42 mg de proteina inicial, y posterior a la ultrafiltracion se obtuvieron 6 mg de proteina
total, mientras que la actividad especifica se incremento cerca de 5 veces. En el ultimo
paso de purificacién la actividad especifica se incrementé 50 veces y el rendimiento
obtenido fue del 6 %
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Tabla 11. Proceso de purificacion de la PGH de 99-kDa

Proteinatotal Unidades totales Actividad especifica Factor .
i ] - .. Rendimiento %
mg pumol/min umol/min*mg prot purificacién
Sobrenadante 42+ 2 199 + 4 49+0.3 1 100
UF 10 kDa 6+1.5 129 £2.1 22.3+13 4.5 65
Superdex 200 0.05 + 0.02 12.1+ 0.5 248 + 0.5 51 6

Caracterizacion bioquimica de la proteina recombinante de 99-kDa

Con la proteina recombinante pura se realizd la caracterizacion bioquimica en
funcion del pH, temperatura, iones e inhibidores. Se us6 la técnica descrita en
materiales y métodos para la deteccion de PGH, utilizando como sustrato el 4-Nitrofenil

N-acetil-B-D-glucosaminia.

Efecto del pH sobre la actividad de PGH

Como primer paso en la caracterizacion bioquimica de la proteina, se determind
el pH 6ptimo de actividad enzimatica, el cual se encontr6 a pH 6 (Fig. 18), lo que
posiblemente indique que en el sitio catalitico de la enzima esté involucrado un
aminoacido ionizable a pH neutro (Ho-Shing y Ming-Ju, 2004; Basu et al., 2008;
Padmapriya y Williams, 2012). A valores de pH acidos (pH 3 y 4), la enzima solo
presentd el 50 % de actividad. A valores de pH por arriba de 7 la actividad disminuye un
20 %, y a pH 9y 10, la actividad es abatida hasta en 80 %. Se ha reportado que, este
tipo de enzimas requieren condiciones neutras o ligeramente acidas para llegar al
maximo de actividad, la cual disminuye rapidamente por arriba de pH 7.5-8 (Cheng y
Fischetti 2007; Donovan et al., 2006; Fukushima et al., 2007; Sugahara et al., 2007).
Ademas, es de sumo interés el uso de la enzima en alimentos, debido a que el pH de la
mayoria de los alimentos oscila entre 6 y 7, ya sea al inicio de la fermentacién (si es
gue es un producto fermentado) o si es un alimento sin procesar o fresco. Por lo cual el
uso de la PGH podria evitar el crecimiento de microorganismo no deseados en el

producto ya que la mayor actividad litica fue a pH 6 (Alvarado et al., 2006).
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Figura 18. Determinacion del pH 6ptimo de actividad de la enzima recombinante de 99-
kDa.

Estabilidad al pH

En la figura 19 se muestra la estabilidad de la enzima a diferentes pH. La
proteina de interés presentd estabilidad a pH 6, incrementando la actividad en un 60 %.
A pH de 5 la actividad se increment6 en un 30 % y pH 7 retuvo el 100 % de la actividad
relativa con respeto a la proteina sin incubar. A pH’s de 3, 9 y 10 la enzima conservo la
actividad en 30% después de 60 min de incubacion. Este tipo de enzimas son utilizadas
para la conservacion de alimentos, los cuales, en la gran mayoria presentan pH por
debajo de 7, por lo que es de importancia conocer el efecto que pueda presentar sobre

la enzima en funcion del tiempo (Mendes de Souza et al., 2010; Callewaert et al., 2011).
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Figura 19. Estabilidad de la enzima recombinante de 99-kDa a diferentes valores de pH.

Temperatura 6ptima de actividad de la PGH

Es importante conocer la temperatura Optima de actividad la enzima
recombinante, ya que se sabe que, al aumentar la temperatura de una reaccion
enzimatica, la velocidad de la reaccion aumenta, sin embargo al pasar unos cuantos
grados por encima de su temperatura fisiolégica la enzima puede llegar a
desnaturalizarse (Nufiez de Castro, 2001). La temperatura Optima de actividad de la
enzima recombinante fue de 60 °C. A 37 y 45 °C disminuy0 la actividad en 40 %, y
perdi6 el 70 % a 70, 80 y 90 °C (Fig. 20), cabe resaltar que a esta Ultima temperatura la
PGH conservo actividad relativa con respecto la enzima sin tratamiento térmico, lo que
probablemente indique que sea una proteina resistente a la temperatura, sin embargo
para conocer si la enzima es termoestable, se incub6 durante 1 h a las temperaturas
evaluadas. El intervalo de temperatura en el cual se encuentra la maxima actividad de
algunas PGH’s oscila entre los 37 y 60 °C las cuales tienen un uso potencial en
biotecnologia (Simitsopoulou et al., 1997; Kim et al., 1999; Kyomuhendo et al., 2007).
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Figura 20. Determinacion de la temperatura éptima de actividad de la proteina

recombinante de 99-kDa.

Estabilidad a la temperatura

En la figura 21 se muestra la estabilidad a la temperatura de la proteina
recombinante, la cual present6 activacion a 37, 40 y 50 °C, siendo esta Ultima
temperatura donde se incrementé hasta en un 50 % la actividad litica relativa a la
enzima sin ningan tratamiento térmico. A 60 °C el 90 % de la actividad se mantuvo, este
resultado es de interés en diversos procesos en alimentos, ya que probablemente
pueda inhibir microorganismos patdégenos como E. coli y Salmonella spp. sin perder
actividad a esta temperatura (Gong, 2007). La actividad fue abatida en su totalidad
después de incubar a la proteina a 70 °C durante 60 min. Se ha reportado, que la
proteina con actividad litica de P. aeruginosa resiste temperaturas de 100 y 120 °C,
reteniendo el 50 y 21% de su actividad, respectivamente, después de ser incubada 1 h,
esta proteina no contiene puentes disulfuros que indicaran su probable resistencia a la
temperatura (Lavigne et al., 2004). En otros trabajos se ha reportado que esta enzima

comienza a desnaturalizarse (desplegarse) a 50 °C, sin embargo presenta una alta
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estabilidad cinética, es decir, resistencia a la desnaturalizacion irreversible que permite
que la proteina se repliegue rdpidamente al disminuir la temperatura (Briers et al.,
2008). En el caso de la proteina recombinante de 99-kDa la caida prominente después
de la incubacién a 70 °C por 60 min, sugiere una desnaturalizacion irreversible como

sucede con otras proteinas con actividad litica de PGH (Kyomuhendo et al., 2007).
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Figura 21. Estabilidad a la temperatura de la proteina recombinante de 99-kDa

Efecto de iones metélicos sobre la actividad de la enzima recombinante de
99-kDa

Se sabe que algunas enzimas con actividad litica requieren de la unién de un ion
en el dominio catalitico. La endolisina LysB4 del bactri6fago B4 requiere de iones Zn** o
Mn®" para presentar actividad (Son et al., 2012). Diferentes autores han reportado que
el tratamiento con EDTA en este tipo de enzimas reduce la actividad litica, debido a que
el quelante secuestra el ion metalico involucrado en el sitio catalitico de la proteina
(McLaughlan y Foster, 1997; Schmelcher et al., 2012). En nuestros ensayos la actividad

de PGH no se ve afectada por la incubacion con 100 mM de EDTA durante 60 min, esto
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se puede explicar debido a que la enzima puede tener diferente afinidad de los iones
metalicos al sitio de coordinacion del quelante (McCafferty et al., 1997). Sin embargo al
incubar a la enzima con 1 y 10 mM de Zn?* la actividad relativa con respecto a la
enzima sin catién, se ve reducida hasta en un 40%. Este comportamiento no es comdn,
sin embargo se sabe que la proteina CHAPx de S. aureus con actividad de
endopeptidasa, presenta una inhibicién del 100 % al ser tratada con 100 mM de iones
divalentes (Fenton et al., 2011). Los iones Ca’ y Mg?*, en las concentraciones 1y 10
mM, tuvieron un comportamiento similar entre ellos, al disminuir la actividad en un 10%
con respecto al control. El Unico cation que no presentd efecto sobre la actividad fue el
Na" en 1 y 10 mM. Se ha reportado que la actividad de N-acetilmuramil-L-alanina
amidasa de Listeria monocytogenes se regenera hasta en un 100 % por la adicién de
10 mM de Mg y Ca** (Schmelcher et al., 2012), esto se puede deber a que el ion Ca*
aumenta la afinidad del sustrato por medio de dos residuos de aspartato, presentes en
la enzima y la interaccidon con un cadena lateral &cida del sustrato (Claperon et al.,

2008) (Fig. 22). En nuestro caso solo el ion Na* present6 el 100 % de la actividad.
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Figura 22. Efecto de iones metalicos sobre la actividad de la enzima recombinante de
99-kDa.
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Efecto de inhibidores y agentes quelantes sobre la actividad de la proteina
de 99-kDa

La proteina de 99-kDa fue sometida a diferentes concentraciones de quelantes y
un inhibidor. La enzima no present6 inhibicion por EDTA en concentraciones de 1 mM y
10 mM, se sabe que el EDTA es un inhibidor de metaloenzimas, secuestrando el ion
involucrado en la catdlisis, que frecuentemente es el ion Zn** (Morner y Braun, 1984).
Existe una gran cantidad de autores que reportan que las enzimas con actividad de
PGH contienen un sitio de unién a Zn?*, y que el ion es esencial para la catélisis
(Popowska y Markiewicz, 2006; Schmelcher et al., 2012; Sabala et al.,, 2012). En
nuestro caso la actividad de PGH no disminuyd, lo que indica, probablemente que este
ion no es esencial para llevar a cabo la reaccion (Vasala et al.,, 1995), ya que
putativamente esta enzima presenta un sitio de unién a Zn** (acceso: gi|270290692,
Protein BLAST). EI PMSF, que es un inhibidor de sitios con residuos de serina,
aumentd la actividad en un 10 % (Fig. 23). Algunas PGH han sido inhibidas por PMSF y
se reportan como serin-proteinasas (Stepnaya et al., 2005) ya que contienen en el sitio
activo una serina, sin embargo en la enzima de estudio el sitio catalitico de N-
acetilmuramil-L-alanina amidasa los aminoacidos involucrados en la catélisis no son
residuos de serina. En la regién de N-acetilglucoamidasa aun no se conoce qué
residuos de aminoacidos estan involucrados en la catdlisis y el alineamiento con otras
N-acetilglucoamidasas no indica qué sitios estan involucrados en la unién a
carbohidratos o el sitio catalitico de la enzima. El EGTA, un quelante de iones Ca**
principalmente, inhibié en una concentracién de 1 mM el 20 % de la actividad de PGH,
e inhibi6 el 80% de la actividad cuando se adicioné en la concentracion de 10 mM. Esto
sugiere que la proteina de 99-kDa requiere del ion Ca®* para llevar a cabo la hidrélisis
del sustrato (Morner y Braun, 1984; Yoshimura et al., 2006).
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Figura 23. Efecto del EDTA, PMSF y EGTA, sobre la actividad de la enzima

recombinante de 99-kDa.

Espectro de inhibicién de la proteina recombinante de 99-kDa

Se evalud el efecto antibacteriano de la PGH recombinante de 99-kDa contra
diferentes bacterias patégenas y de coleccion (Tabla 12). La actividad solo se presenté
contra 7 cepas, de las cuales destacan: S. pyogenes, L. monocytogenes y S. aureus, ya
gue son bacterias patdgenas e indeseables en alimentos. La enzima también presenté
actividad contra bacterias lacticas, incluyendo la cepa productora, esto quiza se deba a
las funciones que presentan en la célula y a la similitud que existe en las paredes
celulares (Vollmer et al., 2008-a y 2008-b). En comparacién con el espectro
antibacteriano generado con la preparacion de las dos PGH parcialmente puras y la
PGH recombinante, la actividad disminuyé con esta dltima enzima, ademas de que no
presentd inhibicion contra bacterias Gram-negativas, lo que probablemente siguiere que
la enzima de 99-kDa requiera de la presencia de la proteina de 110-kDa para generar

una mayor actividad.
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Tabla 12. Inhibicién de cepas bacterianas por la PGH recombinante de 99-kDa

Cepas mm/mg prot.
Gram-positivas

Streptococcus pyogenes CFQ-B-218 40.8
Enterococcus faecium QB 25.8
Lactobacillus paracasei CFQ-B-90 247
Listeria monocytogenes CFQ-B-103 23.6
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 221
Enterococcus faecalis QB 19.9
Staphylococcus aureus ATCC 6538 114
Bacillus cereus CFQ-B-230 0.0
Bacillus subtilis ATCC 6633 0.0

Gram-negativas
Salmonella typhimurium ATCC 14028 0.0

Escherichia coli DH5a 0.0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 0.0

La PGH de 99-kDa presentd actividad de N-acetilglucoamidasa, sin embargo
guedan diversos estudios para conocer si tiene la capacidad de degradar otros enlaces
de la pared celular. Por otra parte, seria interesante conocer el espectro de inhibicién
solo de la proteina de 110-kDa, la cual ya ha sido clonada y expresada en el grupo de
trabajo y se sabe que tiene actividad litica, por medio de difusidon en agar, contra S.
aureus y M. lysodeikticus. Las dos enzimas recombinantes puras se podrian combinar y
evaluar la capacidad antibacteriana, con la intencion de dilucidar si una actividad
depende de la otra y si esto ayuda a incrementar el efecto litico o bien, si el efecto de

inhibicién es una sinergia de las PGH.
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CONCLUSIONES

En la bacteria &cido lactica P. acidilactici se localizé e identifico la actividad litica
responsable, probablemente, del efecto de bioconservador reportado sobre el producto
carnico, salami. Esta enzima tiene un uso potencial en el area de la biotecnologia,
debido al amplio espectro que tiene sobre bacterias patdégenas.

Se localizé la mayor actividad antibacteriana a las 8 h de crecimiento, en la
fraccion de proteinas unidas a membrana. Sorprendentemente, no solo es una proteina
la responsable de la actividad, ya que se obtuvo una preparacion con dos proteinas
parcialmente puras (110- y 99-kDa), las cuales presentaron actividad litica visualizada
por medio de zimogramas y un amplio espectro de inhibicion contra bacterias
patégenas. Usando la preparacién de las dos proteinas juntas, se logré inhibir el
crecimiento de bacterias patégenas como S. aureus y E. coli, asi como a la cepa
productora, durante el crecimiento en medio liquido. De la misma forma, las dos
enzimas presentaron una concentracidon minima inhibitoria de 2.1 pug contra S. aureus.

La proteina de 110-kDa fue identificada como un transportador tipo ABC, del cual
por primera vez se reporta con actividad litica. Y la proteina de 99-kDa es una N-
acetilmuramidasa, con dos regiones conservadas de N-acetilmuramil-L-alanina amidasa
y N-acetilglucoamidasa.

El gen que codifica para la proteina de 99-kDa, se amplificd, secuencio e insertd
en un vector de expresion. Se obtuvo la proteina recombinante a los 100-kDa, con
actividad litica de N-acetilglucoamidasa, determinada tanto espectrofotométricamente
como por medio de zimogramas.

Utilizando cromatografia de exclusion molecular la proteina de 100-kDa se
purificd, sin embargo se observa una banda alrededor de 34-kDa, lo que probablemente
indica degradaciéon. La enzima pura mostré un pH optimo de actividad de 6, y mostré
estabilidad al pH en un intervalo de 5 a 7. La temperatura 6ptima de actividad fue de 60
°C, perdiendo el 100 % de la actividad a 70 °C durante 1 h, sin embargo en ese tiempo
a 60 °C retuvo el 95 % de la actividad litica. El ion Zn** y el EGTA presentaron inhibicién
de la PGH recombinante. El EDTA no presento inhibicion y ningdn cation incremento la

actividad litica.
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El espectro antibacteriano de la enzima recombinante fue menor con respecto al
espectro generado con las dos enzimas parcialmente puras, inhibiendo solo tres
bacterias patdégenas y todas las BAL.

Hasta el momento solo la lisozima es la Unica PGH utilizada en la industria de los
alimentos, sin embargo existen numerosos estudios donde hay un potencial uso de
estas proteinas, no solo en productos procesados, sino también en la industria
farmacéutica y en el ambito de la medicina. Con este trabajo se pretende sentar las
bases para que en un futuro esta enzima pueda ser utilizada o comercializada a nivel
industrial.
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