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RESUMEN

Resumen

Las peptidoglucano hidrolasas (PGHs) son enzimas que hidrolizan el
peptidoglucano que se encuentra en la pared celular de los microorganismos, lo
que genera un efecto inhibitorio en el desarrollo de los mismos.

Bacillus pumilus es un microorganismo que ha sido identificado como productor de
compuestos antimicrobianos, por lo que es de interés buscar si la cepa que se
aislé dentro del grupo de trabajo, B. pumilus GMA1, presenta actividad
antibacteriana. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue identificar si la cepa en
estudio produce compuestos con actividad antimicrobiana y si esta actividad se
debe a alguna proteina con caracteristicas de PGH, con la intencién de purificar,
identificar y caracterizar bioquimicamente a la enzima para un uso posible en la
industria de los alimentos.

Se detecto actividad litica por medio de zimogramas en cada una de las fracciones
celulares. La fraccion citosdlica fue la que presenté mayor actividad y con la que
se continué trabajando. A partir de SDS-PAGE la banda que presentd actividad
fue escindida del gel y enviada para su secuenciacion por LC-MS/MS; se identifico
a la proteina como una flagelina de B. pumilus, siendo este el primer reporte de
una enzima con actividad de PGH en este microorganismo. Utilizando diferentes
sustratos sintéticos se determiné que la actividad de PGH corresponde a una N-
acetil-muramoil-L-alanina-amidasa. Posteriormente se purificd la proteina usando
la columna de exclusién molecular Sefacril S-300, proceso del cual se obtuvo a la
enzima pura y con actividad de PGH. Se determind que el valor de pH mas
conveniente para el ensayo de actividad es de 9, el intervalo de estabilidad al pH,
durante 1 h, es de 7 a 10, la mejor temperatura de actividad es de 37°C y que el
intervalo de estabilidad de temperatura, durante 1 h, es de 37°C a 50°C. Ademas
se observé que la actividad de la proteina aumenta en presencia de diversos iones
(Zn*, K*, Na*, Ca** y Mg®), y que en presencia de EDTA y PMSF la actividad se
abate. Posteriormente se realizd el espectro de inhibicién y se observd que inhibe

a la mayoria de los microorganismos Gram-positivos.
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1. Introduccion

1.1 Género Bacillus

Los miembros de este género son, en su mayoria, bacterias Gram-positivas con
forma de baston, anaerobias facultativas y formadoras de endosporas (Nazina et
al.,, 2001). Este género tiene dos ventajas sobre los demas microorganismos
productores de enzimas, ya que muy pocas especies son patdogenas y tienen una

alta capacidad de secrecidon de enzimas (Mnisi et al., 2005).

Figura 1. Tincién Gram de B. pumilus GMA1

1.1.1 B. pumilus con actividad antimicrobiana

Desde 1949 se observo la actividad antimicrobiana de B. pumilus pero no se logré
aislar el compuesto activo que producia este efecto (Gilliver, 1949). A partir de
entonces ha sido de gran interés la actividad antimicrobiana que tiene esta cepa y
se realizaron estudios para aislar e identificar los compuestos que generaban este
comportamiento. Fue entonces cuando comenzaron los reportes de Ila
identificacion de antibidticos que produce este microorganismo. Estos antibidticos
se identificaron como Pumilina (Bhate, 1955), Pumilacidina (A, B, C, D, E, F y G)
(Naruse et al., 1990) y Pumilacidina (H e ) (Brack et al., 2015). Ademas se report6
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INTRODUCCION

la presencia de una bacteriocina, formada por péptidos de bajo peso molecular
que también presentan la caracteristica de ser antimicrobianos, a los que se les

identifico como Pumilicina 4 (Aunpad y Na-Bangchang, 2007).

1.1.2 B. pumilus GMA1

Es un microorganismo aislado de las aguas termales mexicanas en la region de
Los Azufres, Michoacan, crece bajo condiciones alcalinas y es termoresistente;
ademas presenta actividad hidrolitica (xilanolitica y proteolitica) (Bustos, 1995). Ha
sido estudiado por la produccion de enzimas con actividad sobre ésteres
carboxilicos. La actividad que se destaca entre algunas enzimas que produce este
microorganismo es la actividad lipasa y diferentes carbohidrasas (Ayala-Esquivel,
2011).

1.2 Peptidoglucano

El peptidoglucano (Figura 2) es un heteropolimero de azucares y aminoacidos,
que compone la pared celular de las eubacterias y es mas abundante en las
Gram-positivas. Lo conforman residuos de N-acetil glucosamina (NAG) y acido N-
acetil muramico (NAM), unidos mediante enlaces B-1,4. A su vez se asocian
transversalmente por cadenas de aminoacidos (Humann y Lenz, 2009). Los
enlaces glucosidicos, que unen a los azucares, junto con los enlaces peptidicos,
con el que se entrecruzan las cadenas, dan la rigidez caracteristica de la pared. El
numero de puentes peptidicos es variable en cada especie de bacteria y las
paredes mas rigidas son aquellas que tienen un mayor numero de puentes
intercatenarios. Algunas bacterias poseen so6lo una capa de peptidoglucano,
mientras que otras presentan varias capas (Madigan et al., 2004).
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Figura 2. Enlaces del peptidoglucano de (a) Escherichia coliy (b) S. aureus (tomado y
modificado de Prescott et al., 2002)

1.2.1 Composicion de la pared celular de bacterias Gram-positivas

En la mayoria de las bacterias Gram-positivas la pared celular estd compuesta por
varias capas de peptidoglucano que conforman una estructura gruesa y rigida.
Ademas, contiene acidos teicoicos, que estan compuestos principalmente por un
alcohol (glicerol o ribitol) y fosfato (Tortora et al., 2007). Algunos de estos acidos
que contienen glicerol estan unidos a lipidos de membrana, y se denominan

acidos lipoteicoicos (Madigan et al., 2004) (Figura 3).
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Figura 3. Pared celular de las bacterias Gram-positivas (tomado y modificado de Prescott
et al., 2002).

1.2.2 Composicion de la pared celular de bacterias Gram-negativas

La pared celular de las Gram-negativas contiene solamente una capa delgada o
muy pocas capas de peptidoglucano y una membrana externa. El peptidoglucano
estd unido a lipoproteinas (lipidos unidos a proteinas mediante enlaces
covalentes) de la membrana externa y se encuentra en el periplasma, una zona
localizada entre la membrana externa y la membrana plasmatica. La membrana
externa esta compuesta por lipopolisacaridos, lipoproteinas y fosfolipidos (Tortora
et al., 2007) (Figura 4).
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Figura 4. Pared celular de las bacterias Gram-negativas (tomado y modificado de Prescott
et al., 2002).

1.3 Peptidoglucano hidrolasas (PGHSs)

Las PGHs son enzimas que hidrolizan el peptidoglucano que se encuentra en la
pared celular de las bacterias. El peptidoglucano protege a la célula de la presién
osmatica interna al recubrir la membrana plasmatica, por lo que cuando se
hidroliza este componente celular se lisan las células microbianas. Las PGHs
tienen actividad antimicrobiana comprobada contra algunos microorganismos
presentes en los alimentos. Las PGHs se han encontrado en todos los grupos
taxondmicos y en algunos virus y su funcion principal es llevar a cabo la hidrdlisis

del peptidoglucano en fragmentos solubles (Vollmer, 2008) (Figura 5).
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Figura 5. Formacion de protoplastos: en una solucién diluida, la rotura de la pared libera el
protoplasto que inmediatamente se lisa al ser muy débil la membrana citoplasmatica.
(Tomado y modificado de Carrilo, 2013).

1.3.1 Clasificacion de PGHs

Una de los sistemas de clasificacion de estas enzimas esta de acuerdo al tipo de

enlace que hidrolizan (Vollmer et al., 2008; Layec et al., 2008) (Figura 6):

e Al hidrolizar el enlace 3-1,4 y dejar libre un extremo NAG reductor se le
llama N-acetil-B-D-glucosaminidasa.

e Al hidrolizar el enlace 3-1,4 y dejar libre un extremo NAM reductor se le
llama N-acetilmuramidasa.

¢ Al hidrolizar el enlace amidico entre el NAM y el N-terminal de la L-alanina
se llama N-acetil-muramoil-L-alanina-amidasa.

e Al hidrolizar los enlaces peptidicos de los aminoacidos que unen
transversalmente a las cadenas de NAG y NAM se llama endopeptidasas y

carboxipeptidasas.
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Figura 6. Representacion esquematica del peptidoglucano, donde se observan las
enzimas responsables de la hidrdlisis del mismo (tomado y modificado de Sharma et al.,
2016).

1.3.2 Funcioén de las PGHs

Se requiere de PGHs durante el crecimiento celular, la division celular, la
regulacion de la pared celular, el intercambio de unidades del peptidoglucano
durante el crecimiento, la separacion de las células hijas durante la division,
formacién de flagelo (en algunos casos) y la autolisis, que generalmente se induce
en condiciones adversas como la falta de nutrientes. Para las bacterias patégenas,
las PGHs juegan un papel importante en la adhesion y en el desarrollo de la
respuesta inflamatoria y ademas estan involucradas en los fenomenos de lisis de
las bacterias (Lortal y Chapot-Chartier, 2005; Eckert et al., 2006; Vollmer et al.,

2008).
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1.3.3 Aplicaciones de PGHSs en la industria

Los microorganismos evolucionan y continuamente desarrollan resistencia a los
agentes antimicrobianos, convirtiéndose en un problema alarmante e incluso muy
recientemente se reporté la existencia de bacterias resistentes a la ultima
generacion de antibidticos (McGann et al., 2016). Por lo tanto, la industria
alimentaria busca agentes antimicrobianos eficaces. En la actualidad, existe
mucho interés por los agentes antimicrobianos de origen natural, debido a que por
lo general presentan baja toxicidad, amplio espectro microbiano y su obtencién es

economica (Carrilo, 2013).

Desde hace décadas la industria alimentaria ha utilizado como conservador la
lisozima de huevo (Pellegrini et al., 2003), que es una enzima con actividad de N-
acetilmuramidasa. Otro ejemplo del uso de estas enzimas es la lisostafina, ya que
es producida por Staphylococcus simulans y es altamente especifica para S.
aureus por el enlace interpeptidico de cinco glicinas unidas. Esta enzima tiene

aplicacion en la industria veterinaria y médica (Szweda et al., 2012).
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2. Antecedentes

El grupo de trabajo cuenta con una cepa aislada por el mismo, que produce varias
enzimas de interés. Se ha identificado como B. pumilus GMA1 y fue aislada de las
aguas termales de Los Azufres, Michoacan (Bustos, 1995). En el 2015 la FDA
(Notice GRN No. 561) reconoci6 a B. pumilus como GRAS, lo que asegura que no
causa efectos adversos en el humano. Por lo tanto, constituye una cepa de interés
para la obtencion de metabolitos para la industria, como enzimas. El
microorganismo crece bajo condiciones extremas de temperatura y pH ya que es
termoalcalino; por lo que las enzimas que se aislen de este microorganismo
también podrian tener este tipo de caracteristicas bioquimicas, lo cual es de
importancia y utilidad para su aplicacion en la industria. Existen reportes de la
actividad antimicrobiana de B. pumilus (Gilliver, 1949) y ésta se debe a diferentes
factores: uno es la produccién de antibiéticos (Bhate, 1955; Naruse et al., 1990;
Brack et al., 2015) y otro es la presencia de bacteriocinas (Aunpad y Na-
Bangchang, 2007). Pero hasta el momento no existe algun reporte de que la
actividad antimicrobiana se deba a la produccién de PGHs. En el genoma de B.
pumilus, se reporta la presencia de diversas proteinas con actividad de PGH, por
lo cual es de interés identificar si la actividad antimicrobiana de B. pumilus GMA1

se deba a la presencia de estas enzimas.

Esta es la razon por la que se comenzd con un ensayo preliminar para saber si la
cepa aislada por el grupo de trabajo, B. pumilus GMA1, era capaz de inhibir el
crecimiento microbiano de algunas otras cepas. Se inoculé una estria recta en el
centro de la caja Petri a B. pumilus GMA1 y se incubd durante 12 h, después se
inocularon, perpendicularmente al crecimiento microbiano, diferentes cepas y se
incubd durante 12 h mas. Se observo que si hay actividad antimicrobiana (Garcia-
Cano, comunicacién personal) por la ligera inhibicion del crecimiento microbiano
de las cepas que se inocularon perpendicularmente al crecimiento celular de B.
pumilus GMA1. Este ensayo se repitié con dos medios de cultivo diferentes y se

observo el mismo efecto (Figura 7).
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(1

(I

Figura 7. Pruebas antagonicas en (1) Agar nutritivo 1.5% y (II) Agar TSB 1.5%. (A) Control

del crecimiento bacteriano, (B) prueba positiva con inéculo de B. pumilus GMA1. (1) y (10)

Salmonella typhimurium, (2) y (6) M. lysodeikticus, (3) y (9) S. aureus, (4)y (7) E. coli, (5)
y (8) Listeria monocytogenes, (11) E. faecalis 'y (12) L. paracasei.
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Este resultado muestra que la cepa que se tiene dentro del grupo de trabajo si
presenta actividad antimicrobiana contra diferentes microorganismos, sin embargo
no es posible dilucidar todas las causas de esta actividad; por lo que de aqui
surgio la pregunta: s una de las causas de la actividad antimicrobiana de la cepa B.
pumilus GMA1 es la accidén de alguna proteina PGH? En virtud de que en los
reportes de la actividad antimicrobiana de esta especie ya ha sido atribuida a la
produccion de antibioticos y bacteriocinas, es de interés buscar otra posible causa
que contribuya a esta actividad y, como se menciono6 anteriormente, en el genoma
se reporta la presencia de diversas enzimas con actividad de PGH, lo que da pie a

formular esta pregunta y a realizar esta investigacion.

Las PGHs se han empezado a utilizar en la industria de alimentos y en procesos
sanitarios (lisozima vy lisostafina) (Fischetti, 2010; Garcia-Cano et al., 2011; Fenton
et al., 2011), de encontrarse la actividad buscada se contaria con una fuente

GRAS y se profundizaria en el conocimiento del microorganismo.

Con estos antecedentes, el presente trabajo pretende identificar si existe la
presencia de proteinas que contribuyan a la actividad litica, y si es asi identificar,

purificar y caracterizar esta proteina.
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3. Hipotesis

Si se encuentra que Bacillus pumilus GMA1 presenta una enzima con actividad

antimicrobiana, entonces podria tratarse de una peptidoglucano hidrolasa.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Detectar, localizar, identificar, purificar y caracterizar bioquimicamente una
proteina con actividad antimicrobiana presente en Bacillus pumilus GMA1. Y
evaluar el espectro de inhibicibn de la proteina pura contra algunos

microorganismos de interés en la industria de alimentos.

4.2 Objetivos particulares

@ Localizar y detectar enzimas con actividad litica en B. pumilus GMAT,
mediante la extraccion de las fracciones intracelulares y extracelulares y la
aplicacion de zimografia.

@ Determinar la especificidad por sustrato de la enzima con actividad litica.

@ Identificar la enzima por la secuenciacién de péptidos con el método de
espectrometria de masas LC-MS/MS

@ Purificar la enzima mediante el uso de una columna de exclusién molecular.

@ Caracterizar bioquimicamente la actividad de PGH de la enzima pura, con
la especificidad de sustrato.

@ Determinar el espectro de inhibicién de la enzima pura con actividad litica

mediante difusion en agar.
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5. Materiales y métodos

Fermentacion de 8. pumilus GMAT

Obtencidn de fracciones intra v extracelulares

Localizacion de actividad litica

|dentificacion de proteina

oor LOMSMS Especificidad de sustrato

Concentracion de fraccion con actvidad litica

Analisis"in =ilico”
de la secuencia
de aminoacidos

Furificacian

Caracterizacian
bioguimica;
aH, temperatura,
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Figura 8. Esquema representativo de la metodologia realizada para este trabajo.
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5.1 Crecimiento de B. pumilus

Se utilizaron matraces de 250 mL con 50 mL de medio BHI (Brain Heart Infusion)
(Difco, EUA) para inocular 12 pyL de esporas de B. pumilus GMA1, se incubo
durante 24 h a 37°C en estufa estatica (MOD E71, Aparatos de Laboratorio).

5.2 Tincion diferencial de Gram

Para asegurar la pureza del cultivo celular, en zona aséptica, se realizé un frotis
fijo del crecimiento celular de B. pumilus GMA1 sobre un portaobjetos y
posteriormente se realizd la tincion de Gram (Protocolo de practicas de
Microbiologia Experimental, Facultad de Quimica). Finalmente se observo al
microscopio (DMS-653) con el objetivo 100x, tras afiadirle aceite de inmersion a la

muestra.

5.3 Obtencidn de fracciones intra y extracelulares

El cultivo celular se centrifugd (Biofuge prime R, Heraeus) en tubos de plastico de
50 mL (8,500 rpm, 15 min y 4°C) para separar el sobrenadante del paquete
celular. Se realizaron dos lavados de las células, cada uno con 10 mL de agua
destilada estéril y se centrifugd nuevamente. Después, se resuspendiod el paquete
celular en un amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 8 (Sigma-Aldrich, Misuri, EUA)
hasta llegar a una densidad dptica (D.O.) de 2.0-2.5 (Biomate ™ 3S, ThermoFisher
Scientific). Esta mezcla se sometié a sonicacion (Sonic Dismembrator, Fisher
Scientific) durante 20 ciclos (20 s de sonicacion y 20 s de descanso) a una
amplitud de 3000 Hz, a 4°C y con volumen de muestra de 40 mL. Posteriormente
se centrifugé (Beckman J2-MC) con el rotor JA20 en tubos con capacidad de
volumen de 40 mL; a 10,000 rpm, 30 min y 4°C para finalmente obtener el citosol y

los restos celulares.
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5.4 Cuantificacidén de proteina

Para cuantificar la cantidad de proteina se siguio el método de Bradford (Bradford,
1976) utilizando un kit comercial (Bradford Protein Assay Bio-Rad®, California,
EUA). En una microplaca de 96 pozos (Costar 3596, USA) se afadié 40 pL del
reactivo de Bradford concentrado y 160 pL de muestra (realizando las diluciones
necesarias para entrar en el intervalo de la curva patron realizada con albumina
sérica bovina). Se ley6 la absorbancia a 405 nm en el espectrofotdmetro EPOCH
(Biotek, USA) con el software Gen 5 1.10 (Biotek).

5.5 Geles de poliacrilamida

5.5.1 SDS-PAGE

Para observar el perfil proteico se elaboraron geles de poliacrilamida al 12%, en
condiciones semi desnaturalizantes, para evitar pérdida de actividad. El gel se
preparé con H,O desionizada, 1.5 M Tris-HCI pH 8.8 (gel separador), 0.5 M Tris
HCI pH 6.8 (gel concentrador), 30% bis-acrilamida, 10% dodecil sulfato de sodio
(SDS), 10% APS y TEMED. En cada carril se cargdé 35 pL de muestra (15 pg de
proteina) y 5 yL de amortiguador de carga (H,O desionizada, 50 mM Tris-HCI pH
6.8, 2.5% dglicerol (Sigma-Aldrich), 10% SDS (Sigma-Aldrich) y 0.5% azul de
bromofenol 4X). Se utilizd la camara de electroforesis de proteinas (Mini-Protean
3Cell, Bio-Rad, California, E.U.A.) en donde se colocé el gel junto con el
amortiguador de corrida (12 mM Tris-HCI, 186 mM glicina y 1% SDS). Se conectd
la camara de electroforesis a una fuente de poder (Power Pac300, Bio-Rad) que
se utilizd6 a 80 V durante los primeros 30 min y posteriormente se aumenté el
voltaje a 120 V durante 1 h 30 min.

Al término de la electroforesis el gel se lavéo dos veces con 100 mL de H,O
desionizada durante 5 min a 60 rpm (Miniorbital shaker TSSM1). Posteriormente

se tifid con una solucién de azul de Coomassie G-250 (Bio-Rad) (0.1% Coomassie
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G-250, 45% metanol, 10% acido acético glacial, 45% v/v H,O) durante 12 h a 60
rom; la sensibilidad de esta tincion va desde 8-50 ng de proteina. Pasado el
tiempo de tincion, se utilizd una solucidn destefiidora (10% metanol y 10% acido
acético glacial) para observar el perfil proteico de las muestras. Se utilizoé el
marcador de bajo peso molecular (Low Range, Bio-Rad) para determinar el peso
molecular experimental de las proteinas de interés. El equipo fotodocumentador
que se utilizé es el Gel-Doc (Bio-Rad) y el software utilizado fue Image Lab (Bio-
Rad).

5.5.2 Zimograma contra M. lysodeikticus

Para detectar actividad de PGH se preparo otro gel de poliacrilamida 12%, a la par
de la elaboraciéon del SDS-PAGE, al cual se le anadié 2% de células liofilizadas de
M. lysodeikticus (Sigma-Aldrich). Se llevé a cabo la electroforesis y se lavé el gel
en las mismas condiciones anteriormente mencionadas. Se dejo 12 h, 37°C y 60
rpm con una solucion renaturalizante (Triton 1%). Posteriormente se tind con una
solucién de azul de metileno (0.01% KOH y 0.1% azul de metileno) durante 30 min
a 60 rpm. Pasado el tiempo de tincién, se lavo el gel con H,O para observar las
bandas de actividad antimicrobiana de cada proteina. Se utilizé un escaner (HP)
para fotodocumentar el gel y el software (TotalLab Quant) para calcular el peso

molecular experimental.

5.6 Identificacion de proteina

5.6.1 Preparacion de geles para secuenciacion

Se prepard un gel de poliacrilamida al 12%, conforme a lo descrito en el punto
5.5.1 y cada solucién que se utilizé para su elaboracion, se preparé con agua

desionizada, filtrada (0.22 um) y estéril. A la par se prepar6é un zimograma contra
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M. lysodeikticus conforme a lo descrito en el punto 5.5.2 para observar la

presencia de la actividad de PGH de la muestra.

5.6.2 Identificacion de proteina por espectrometria de masas (LC-MS/MS)

La banda correspondiente a la actividad de PGH observada en zimografia se cortd
manualmente del gel de secuenciacion, y se almacen6 a -20°C hasta su envio al
Instituto de Biotecnologia (IBT/UNAM) donde se llevdo a cabo un analisis
espectrométrico por LC-MS/MS (cromatografia liquida acoplada a espectrémetros
de masas capaces de producir espectros en tdndem) para la identificacién de la
proteina. La muestra fue reducida con ditiotreitol (DTT), alquiladas con
iodoacetamida (Sigma-Aldrich) y digerida “in gel’ con tripsina (Promega
Sequencing Grade Modified Trypsin). Los péptidos resultantes fueron aplicados en
un sistema LC-MS bomba de nanoflujo EASY-nLC Il (Thermo-Ficher Co., San
Jose, CA) acoplado a un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-
Ficher Co.) con sistema de ionizacién tipo nano-electrospray (ESI). En el sistema
de cromatografia de liquidos se utilizd un sistema gradiente de 10-80% de
solvente B (agua/acetonitrilo con 0.1% de acido férmico) en 120 minutos utilizando
una columna capilar hecha en casa (ID 0.75 pm y 10cm largo RP-C18). El flujo del
sistema LC fue de 300 nanolitros/minuto. Para la fragmentacion de los péptidos se
utilizé los métodos de CID (Collision-Induced Dissociation) y HCD (High energy
Collision Dissociation) donde solamente los iones con carga 1%, 2*, 3" y 4" fueron
seleccionados para los eventos de fragmentacién. Fueron desconsiderados los
iones con cargas, superiores a 5 y de cargas indefinidas. Todos los espectros
fueron adquiridos en modo de deteccion positivo. La ejecuciéon y captura de los
datos de fragmentacién fueron realizados de forma dependiente del escaneo total
de iones segun las cargas pre-determinadas con un ancho de aislamiento de 3.0
(m/z), energia de colisibn normalizada de 35 unidades arbitrarias, activacién Q de
0.250, tiempo de activacion de 10 milisegundos y tiempo maximo de inyeccién de
10 milisegundos por micro-escaneo. Durante la captura automatica de los datos
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fue utilizado la exclusion dinamica de iones: (i) lista de exclusion de 400 iones, (ii)
tiempo de pre-exclusion de 30 segundos y (iii) tiempo de exclusion de 300

segundos.

El analisis de identificacion de proteinas se realizé a través del software Thermo
Proteome Discoverer 1.4.1.14. Para la busqueda se utilizd la base de datos de
Bacillus pumilus (Uniprot). Con la secuencia proteinica que se obtuvo del analisis
anterior, se realizé un analisis in silico para la prediccion del comportamiento de la

enzima.

5.7 Especificidad de sustrato

5.7.1 N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa

Para cuantificar la actividad de PGH como amidasa, el sustrato que se utilizé fue
hidrocloruro de L-alanina 4-nitroanilina (Sigma-Aldrich), que al hidrolizarse libera p-
nitroanilina y L-alanina. El primer compuesto que se forma es de color amarillo y

puede ser detectado espectrofotométricamente a una longitud de onda de 400 nm.

Se utilizé una microplaca de 96 pozos, en cada pozo se colocd 10 yL de muestra,
70 pL de Tris-HCI 100 mM, pH 8 y 20 pyL de sustrato (a una concentracion de 1
mg/mL). Como blanco se utiliz6 80 pL del amortiguador y 20 pyL de sustrato. La
mezcla se incubo durante 1 h a 37°C, y posteriormente se leyo la absorbancia en
el lector de microplacas 400 nm. Una unidad de actividad se define como la
cantidad de enzima necesaria (mg) para modificar 0.01 unidades la absorbancia

en 1 mina 37°C.

5.7.2 N-acetilglucosaminidasa

El sustrato que se utilizd fue el 4-nitrofenil N-acetil-B-D-glucosaminida (Sigma-

Aldrich), que al hidrolizarse libera p-nitrofenol y N-acetil-3-D-glucosaminida. El
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primer compuesto en medio basico forma el ion p-nitrofenolato, es de color
amarillo y puede ser detectado espectrofotométricamente a una longitud de onda
de 405 nm.

Se utilizé una microplaca de 96 pozos y en cada pozo se colocé 10 pL de muestra,
80 pL de Tris-HCI 100 mM, pH 8 y 10 pL de sustrato (a una concentracion de 1
mg/mL). Como blanco se utilizé 90 pL del amortiguador y 10 pyL de sustrato. La
mezcla se incub6 durante 20 min a 37°C, transcurrido este tiempo, la reaccion se
detuvo afadiendo 100 pyL de carbonato de sodio 140 mM y posteriormente se leyo

la absorbancia en el lector de microplacas a 405 nm.

5.7.3 N-acetilmuramidasa

El sustrato que se utilizd fue peptidoglucano extraido de M. lysodeikticus
(Barbosa-Gonzalez, comunicacion personal), que al hidrolizarse el enlace p-1,4
que une los residuos de N-acetil-glucosamina y acido N-acetil-muramico, libera el
extremo reductor N-acetil-muramico. Este compuesto al tratarse quimicamente se
degrada a acido lactico que a su vez se degrada en acetaldehido que puede ser
determinado colorimétricamente con p-hidroxidifenil (PHD) y se puede detectar

espectrofotométricamente a una longitud de onda de 570 nm.

En un tubo coénico de plastico de 1.6 mL se anadié 150 yL de una solucién de
peptidoglucano (a una concentracion de 4 mg/mL), 50 yL de muestra y 300 pL de
H,O. Se incubd durante 24 h, 37°C y 70 rpm (Shaker Bath). Pasado este tiempo
se centrifugd durante 1 min a 14,000 rpm y se tomaron 400 pL de la solucion y se
pasé a un tubo de vidrio de capacidad de 15 mL. Al tubo se le anadié 100 pL de
H.O y 3 mL de H,SO,4 concentrado. Se colocd una tapa de hule sobre el tubo y se
calentd a ebullicion durante 10 min. Se dejé enfriar la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente y se le afadié 50 pL de sulfato de cobre (4%) y 100 pL de
PHD (1.5% en etanol absoluto). Se agit6 en vigorosamente y tras 30 min a

temperatura ambiente se leyé la absorbancia en una celda de cuarzo a 570 nm.
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5.8 Concentracion por ultrafiltracion

Siguiendo la metodologia anteriormente descrita sobre la produccion de B.
pumilus y la extraccion de la fraccion intracelular, se junté el citosol obtenido de
seis matraces inoculados. Se concentré 10X la muestra por ultrafiltraciéon
(Amicon®, Millipore, Margland, USA) con una membrana con tamafio de corte de
10 kDa (Millipore). Y se realiz6 un cambio de amortiguador a Tris-HCI 10 mM, pH
8 (amortiguador de trabajo). Se cuantificé la cantidad de proteina por el método de

Bradford antes y después de concentrar.

5.9 Purificacion

5.9.1 Columna de exclusién molecular

Se utilizé la columna de exclusion molecular Sefacril® S-300 (Sigma-Aldrich) que
se conectd al equipo Biologic LP (Bio-Rad) programado con un flujo de 1 mL/min
con el amortiguador Tris-HCI 10 mM, pH 8. Para calibrar la columna y tener un
estimado de en qué fracciones se encuentra la proteina de interés, se pasaron
estandares de pesos moleculares conocidos, que fueron albumina (Sigma-Aldrich)
y quimiotripsina (Sigma-Aldrich), con pesos moleculares de 66 y 25 kDa,
respectivamente. Se le inyectaron 5 mL del citosol concentrado (2 mg/mL) y se
colectaron 80 fracciones de 5 mL cada una. Para generar el cromatograma, cada
fraccion fue analizada a 280 nm y para la cuantificacion de proteina se realizd por
el método de Bradford. Se cuantificd la actividad de N-acetiimuramoil-L-alanina
amidasa de cada una de las fracciones recolectadas para localizar la fraccion en la

que se encontraba la proteina de interés.
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5.9.2 Concentracion de proteina pura

Después de identificar las fracciones que contenian a la proteina de interés, se
concentraron por ultrafiltracion utilizando centricones (Millipore) con el tamafio de
poro de 10 kDa. Se concentré 100X a 6,000 rpm, 30 min a 4°C. Las muestras
concentradas se utilizaron para realizar el perfil de proteinas y observar la

actividad de PGH en zimograma.

5.9.3 Tincion con plata

Tras concentrar la muestra pura, se preparé un SDS-PAGE como se menciona en
el punto 5.5.1, y éste se tind con plata, ya que es una técnica con mayor
sensibilidad, las concentraciones de proteina que detecta son de 0.5-1 ng. Se dejo
incubando durante 12 h el gel de poliacrilamida, en agitacién (60 rpm) con una
solucién fijadora (30% etanol y 10% acido acético); posteriormente se lavo 2 veces
con etanol al 30%, cada lavado fue de 30 min. Después se lavd con agua
desionizada 2 veces mas, y cada lavado fue de 10 min. Se afiadi6é una solucién de
AgNOs3 con una concentracion final de 0.1% y se mantuvo en agitacion hasta la
aparicion de bandas, pasado este tiempo se detuvo la reaccidn con una solucion
de Na;CO3; 2.5% y formaldehido 37%. Al final se hizo un lavado al gel con agua

desionizada.

5.10 Caracterizaciéon bioquimica

Se utilizaron las fracciones puras que se obtuvieron e identificaron previamente.
5.10.1 Condiciones de pH para evaluar la actividad de PGH

Primero se prepard una mezcla de los siguientes amortiguadores: 20 mM de acido
citrico (con un intervalo de amortiguamiento de 2.1-4.1), 20 mM de acido acético
(3.8-5.8), 20 mM de MES (Sigma-Aldrich) (5.5-6.7), 20 mM de HEPES (Sigma-
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Aldrich) (6.8-8.2) y 20 mM de CHES (Sigma-Aldrich) (8.6-10). Y se tomaron
alicuotas para ajustar cada una a los siguientes valores de pH: 3,4, 5,6,7,8,9y
10; esta mezcla se realizd6 para realizar el ensayo con la misma mezcla de
amortiguadores y observar solo el efecto del pH. Para establecer el efecto del pH
sobre la actividad de N-acetiimuramoil-L-alanina amidasa, se utilizé la microplaca
donde se anadio 20 pyL de sustrato (1 mg/mL), 70 yL de cada amortiguador y
finalmente 10 pL de la enzima pura. Para el blanco en lugar de afadir enzima se
afiadio el amortiguador de trabajo, y para el control se afadié el amortiguador de
trabajo en lugar de afadir la mezcla de amortiguadores. Se dejé a temperatura
ambiente durante 1 h y después se midié la absorbancia a 400 nm (Garcia-Cano
et al., 2015).

5.10.2 Estabilidad al pH (1 h de incubacion)

Se utilizé una microplaca que se cargd con 10 pYL de enzima pura y 90 pL de la
mezcla de amortiguadores a cada pH. En el caso del blanco, en lugar de afadir
enzima pura se utilizé el buffer de trabajo y para el control se utilizé el
amortiguador de trabajo en lugar de la mezcla de amortiguadores. Se incub6 1 h a
temperatura ambiente y posteriormente se midio la actividad de N-acetilmuramoil-
L-alanina amidasa con 10 pL de la mezcla de reaccion anterior, 70 pL del
amortiguador de trabajo y 20 pL de sustrato (1mg/mL). Se incubé durante 1 h a
temperatura ambiente y posteriormente se midié la absorbancia a 400 nm (Garcia-
Cano et al., 2015).

5.10.3 Condiciones de temperatura para evaluar la actividad de PGH

Se utilizaron tubos coénicos de plastico de 0.6 mL a los cuales se les adicionaron
40 pL de enzima pura, 40 pyL del amortiguador de trabajo y 20 pL de sustrato de
amidasa (1mg/mL), y se dejaron incubar a 37, 45, 50, 60, 70, 80 y 90°C, durante 1

h. Transcurrido este tiempo se pasoé la mezcla de reaccién a una microplaca y se
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ley6 la absorbancia a 400 nm. Para cada temperatura se prepar6é un blanco de
reaccion que consistio de 80 pL de amortiguador de trabajo y 20 pyL de sustrato. El

control fue la muestra a temperatura ambiente (Garcia-Cano et al., 2015).

5.10.4 Estabilidad térmica (1 h de incubacion)

En tubos conicos de plastico de 0.6 mL se prepararon mezclas con 50% de
enzima pura y 50% de amortiguador de trabajo, se incubaron durante 1 h a 37, 45,
50, 60, 70, 80 y 90°C. Transcurrido este tiempo se tomé 80 pyL de la mezcla de
reaccion anterior y se pasaron a una microplaca y se afadieron 20 pL de sustrato
de N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa (1 mg/mL), se incubé 1 h a 37°C y se
determiné la actividad de N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa a 400 nm. Se
prepard un blanco de reaccidén que consistié de 80 pL de amortiguador de trabajo
y 20 pL de sustrato. El control fue la muestra a temperatura ambiente (Garcia-
Cano et al., 2015).

5.10.5 Efecto de iones metalicos sobre la actividad de PGH

Primero se adicioné 100 mM de EDTA a una muestra de enzima pura para que
sirviera como agente quelante de los iones metalicos que pudieran estar presentes
en la muestra y se incubd 1 h a temperatura ambiente. A partir de esta mezcla de
reaccion se tomaron alicuotas para afadir los iones Ca?*, Na?*, Zn?*, Mg®* y K* en
concentraciones 1y 10 mM. Tras afadir cada ion, se determiné la actividad de N-
acetilmuramoil-L-alanina amidasa. El control fue la muestra con la adiciéon de

EDTA y también se midi6 la actividad de la muestra sin ningun tratamiento.
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5.10.6 Efecto de inhibidores sobre la actividad de PGH

Se utilizé el EDTA a concentraciones de 1 y 10 mM como agente quelante y PMSF

en niveles de 1 y 10 mM como inhibidor. Se dejo incubando 1 h a temperatura

ambiente y pasado este tiempo se midio la actividad de N-acetiimuramoil-L-alanina

amidasa. El control fue la enzima sin el tratamiento de inhibidor o quelante.

5.11 Espectro de inhibicion por difusion en agar

Tabla 1. Cepas utilizadas

Microorganismo
Bacillus cereus CFQ-B-230
Enterococcus faecalis QB
Enterococcus faecium QB
Escherichia coli BL21
Lactobacillus paracasei CFQ-B-90
Listeria monocytogenes CFQ-B-103
Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698
Pediococcus acidilactici ATCC 8042
Pseudomonas aeuroginosa ATCC 14028
Salmonella typhimurium ATCC14028
Staphylococcus aureus ATCC 6538

Streptococcus pyogenes CFQ-B-218

Procedencia
Facultad de Quimica UNAM
Dra. Maricarmen Quirasco
Dra. Maricarmen Quirasco
Invitrogen
Facultad de Quimica UNAM
Facultad de Quimica UNAM
Sigma-Aldrich
Lab 312, FQ, UNAM
Facultad de Quimica UNAM
Facultad de Quimica UNAM
Posgrado FESC-UNAM

Facultad de Quimica UNAM
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En cajas Petri se vertieron 15 mL de agar (BD Becton, Dickinson and Company)
BHI 1% y se dejo solidificar durante 10 min a temperatura ambiente,

posteriormente se mantuvo a 4°C durante 8 h.

A la par se inocularon cada uno de los microorganismos mencionados en la tabla
1. Esto se realizé en 5 mL de BHI contenidos en tubos de vidrio con taparrosca de
150 x 16 mm. Se incubd a 37°C, 200 rpm durante 8 h. Trascurrido este tiempo se
hicieron diluciones 1:100 del crecimiento celular de cada uno de los

microorganismos en tubos conicos de 2.0 mL con medio BHI.

Sobre la primera capa solidificada de agar de la caja Petri, se vertieron 20 mL de
agar BHI al 0.6% y se inoculdé con 10 pyL de cada una de las diluciones
mencionadas anteriormente, se gird suavemente la caja 5 veces en el sentido de
las manecillas del reloj, 5 veces en sentido inverso, 5 veces hacia adelante y atras
y 5 en sentido horizontal. Se dejo solidificar durante 15 min a temperatura
ambiente. Posteriormente se realizaron pozos sobre la segunda capa de agar con
una punta estéril con 0.9 mm de diametro. Sobre los pozos se anadieron 50 pL de

enzima pura y las cajas se incubaron a 37°C por 12 h.
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6. Resultados y discusidn

6.1 Produccion de B. pumilus GMA1

Se observo el crecimiento celular en los cultivos inoculados, por la presencia de

turbidez en el medio y crecimiento superficial membranoso con opacidad.

En la tincibn Gram (Figura 9) se observd solo la presencia de bacilos con
extremos redondos, Gram-positivos. Esto es un indicativo que el cultivo estaba
puro. La distribucion era diversa, ya que se observaron diplobacilos,
estreptobacilos y empalizados. Este resultado coincide con la bibliografia que
reporta que B. pumilus es un bacilo Gram-positivo con formacion de espora
(Nazina et al., 2001).

Figura 9. Tincion Gram del crecimiento celular de B. pumilus GMA1.
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6.2 Deteccidn y localizacion de la actividad litica de B. pumilus GMA1

Se utilizaron las fracciones del sobrenadante, el paquete celular. el citosol y los
restos celulares con la intencion de localizar la actividad litica, ya que se ha
reportado que las PGHs se encuentran en cualquier fraccion de acuerdo en las
condiciones en las que se encuentra el microorganismo y las necesidades que
tiene fisiologicamente. El sobrenadante contiene los productos del metabolismo
del microorganismo junto con los componentes del medio de cultivo, mientras que
el paquete celular lo constituyen las células enteras obtenidas en el periodo de
incubacion y recuperadas por centrifugacion. En el citosol estan los componentes
solubles que permanecian dentro de la célula y los restos celulares constan de la
membrana, los organelos y demas compuestos insolubles que habia dentro de la

célula.

Se localizaron diversas bandas con actividad litica (Figura 10) en todas las
fracciones analizadas. En el sobrenadante se localizaron dos, en las células
enteras tres, y tanto en el citosol como en los restos celulares una sola banda con
actividad litica. Tras el analisis de estos resultados, la fracciéon con la que se
continu6 este trabajo fue la fraccion citosdlica ya que soélo hay una banda con
actividad y es una fraccion soluble, lo que favorece su futuro analisis. Sin embargo
no se descarta el interés de un estudio posterior de las demas fracciones con

actividad litica.
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Figura 10. Perfil de proteinas (lado izquierdo) y zimograma contra M. lysodeikticus (lado
derecho) de las fracciones intra y extracelulares de B. pumilus. (M) Marcador de peso
molecular; (1) sobrenadante; (2) células enteras; (3) citosol; (4) restos celulares. En cada
uno de los carriles se cargaron 15 ug de proteina total.

6.3 Identificacién de proteina por LC-MS/MS

La identificacidon de la proteina por secuenciacion de péptidos que se llevo a cabo
por el método de espectrometria de masas, permitio la identificacién de péptidos
generados a partir de la digestion con tripsina, se obtuvo un score global de 722 y
un porcentaje de cobertura del 30 % con una proteina de 321 aminoacidos y un
peso molecular teérico de 34.1 kDa. La proteina esta reportada en el genoma de
B. pumilus y se denomina flagelina (acceso: WP_050943459, Protein BLAST)
(Figura 11). Se realiz6 la busqueda de dominios conservados y se encuentra que

toda la secuencia se encuentra en el dominio de flagelina (Figura 12).
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1 MRINHNIAAL NTLNRLSANN GASQKNMEKL SSGLKINRAG DDAAGLAISE KMRGQIRGLE
61 MASKNAQDGI SLIQTAEGAL TETHSILQORV RELVVQAGNT GTQDKESDLQ SIQDEIEALQ
121 EEVDGISNRT EFNGKKLLDG TFKGTLGTPA IPGDPDDPDD NGTPAVPASG NALVFQIGAN
181 ATQQISVHID KMSTDALGVK DANGIVANQA IKDIDVRKFA DNAADATDVG FDTQLSIVDA
241 AINQVSAQRG KLGAVONRLE HTINNLGASA ENLTAAESRI RDVDMAKEMS EFTKNNILSQ
301 ASQAMLAQAN QQPONVLQLL R

Figura 11. Secuencia de flagelina reportada en el genoma de B. pumilus, los péptidos
identificados por LC-MS/MS estan marcados en rojo.

Conserved domains on [i|397416098|gb[KMY22495.1]] View 2

flagellin [Bacillus pumilus]

Graphical summary Zoom to residue level LR CE L LEES

Ouery seq, h——d-—-—l-—-l-——-l-—-——l-—-—-l-—i

Specific hits Flagellin_C
rulti-donains —
FlglL

flagell_+flglL

Search for similar domain architectures | Refine search |

Name Accession Description Interval E-value

[+] Flagellin_N  pfam00&69 Bacterial flagellin N-terminal helical region; Flagellins palymerize to farm bacterial 3-143 4 The-40
[+] Flagellin_C  pfam00700  Bacterial flagellin C-terminal helical region; Flagellins polymerize to form bacterial ... 235-320 1.02e-25
[H PRK12804 PRK12804 flagellin; Provisional 1-321 8.18e-159
[+] FlaL COG1344 Flagellin and related hook-associated protein FlgL [Cell maotility]; 1-321 T71e-83
[+ flagel_figL  TIGRO2550  flagellar hook-associated protein 3; This protein family consists of flagellar hook-associated .. 2-311 4.13e-32

Figura 12. Dominios conservados de la secuencia de flagelina reportada en el genoma de
B. pumilus.

Existen reportes de diferentes bacterias que son productoras de flagelinas con
actividad putativa de PGH. En la tabla 2 se presentan algunos de los reportes y el

tipo de actividad que presentan.

Tabla 2. Reporte de diferentes flagelinas con actividad putativa de PGH.

Microorganismo

Nombre Actividad Referencia
productor
PGH y ensamblaje
FigJ do Ia base do la S. typhimurium (l'jfr‘;t;“’;t'a"’;"’21o%ﬂg;'
estructura del flagelo S
PGH, invasion de
microorganismos y (Popowska y

FlaA L. monocytogenes 1. riewicz, 2004)

movilidad de la
bacteria
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Este es el primer reporte de la presencia de una flagelina con actividad de PGH
para B. pumilus GMA1, lo cual es de gran interés, ya que este microorganismo no
es formador de flagelos. Sin embargo en su genoma se encuentran diversas
enzimas que codifican para la formacion de flagelo, o que permite suponer que es
una proteina que ha sido producida por adaptacion (Yuan y Gao, 2015). Esta

informacion genera nuevo conocimiento sobre el microorganismo.

6.3.1 Analisis de la secuencia de aminoacidos

Debido a las multiples herramientas de bioinformatica que existen en la actualidad,
fue posible realizar un analisis in silico para predecir las caracteristicas o
propiedades de la proteina a partir de su secuencia. Consecuente con lo anterior,
a continuacion se presentan cada uno de los analisis que se realizaron con

diferentes programas bioinformaticos.

6.3.1.1 Valores tedricos del punto isoeléctrico y peso molecular

Se ingres6 al portal de ExPASy, se selecciond la herramienta Compute pl/Mw
(Gasteiger et al., 2005), con el cual se determind el punto isoeléctrico (pl) tedrico,
que es de 4.85 y el peso molecular (pM) teérico de la proteina, que es de
34118.97 Da. El primer valor reportado es util para predecir el comportamiento de
la enzima a diferentes valores de pH, ya que el valor de pl es el pH al cual la
molécula en solucién esta eléctricamente neutra y, por lo tanto, sus propiedades
son diferentes; al estar el pH por arriba o por debajo de su pl, el comportamiento
de las enzimas cambia (Liu et al., 2004). Por otro lado al conocer su pM tedrico y
compararlo con el pM experimental, se observa que los valores son cercanos. Era
de esperarse que los valores no fueran exactamente iguales, ya que en la
electroforesis solo se estima un valor de peso molecular cercano al real, ya que no

es una técnica altamente sensible (Sharipo et al., 1967) (Figura 13).
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10 20
MRINHNIAAL NTLNRLSANN
70 80
MASKNAQDGI SLIQTAEGAL
130 140
EEVDGISNRT EFNGKKLLDG
190 200
ATQQISVHID KMSTDALGVK
250 260
AINQVSAQRG KLGAVQONRLE

30
GASQKNMEKL
90
TETHSILQRV
150
TFKGTLGTPA
210
DANGIVANQA
270
HTINNLGASA

40
SSGLKINRAG
100
RELVVQAGNT
160
IPGDPDDPDD
220
IKDIDVRKFA
280
ENLTAAESRI

50
DDAAGLAISE
110
GTQDKESDLQ
170
NGTPAVPASG
230
DNAADATDVG
290
RDVDMAKEMS

Promedio de los valores tedricos de pl/pM a partir de la secuencia de aminoacidos:

60
KMRGQIRGLE
120
SIQDEIEALQ
180
NALVEFQIGAN
240
FDTQLSIVDA
300
EFTKNNILSQ

310 320
ASQAMLAQAN QQPONVLQLL R

Valores teodricos: pl/pM: 4.85/ 34118.97

Figura 13. Valores tedricos del punto isoeléctrico y del peso molecular de la flagelina de B.
pumilus. Reporte de salida del servidor ExPASy, estimados con la herramienta de
Compute pl/Mw (Tomado de http://web.expasy.org/cgi-bin/compute pi/pi_tool).

6.3.1.2 Parametros fisicoquimicos de la proteina

En el portal de ExPASYy y la herramienta de ProtParam (Gasteiger et al., 2005) se
determind el numero de aminoacidos (321). De la composicién de aminoacidos, se
observa que la alanina es el residuo con mayor presencia en la secuencia
(12.8%). El grupo R de este aminoacido es un hidrocarburo alifatico, sin embargo
es el aminoacido alifatico menos hidréfobo, por lo que se incluye en la clasificacion
tanto de aminoacidos polares como no polares, ademas de que su grupo metil es
muy poco reactivo (Nelson y Cox, 2000). Los siguientes residuos mas abundantes
son la leucina (8.7%), asparagina (8.4%) y glicina (7.8%). Este ultimo residuo es el
que le otorga flexibilidad a la estructura de la enzima. Los residuos de menor
presencia son metionina (2.5%), prolina (2.2%), fenilalanina (1.9%) e histidina
(1.2%). No hay residuos de cisteina (la probabilidad de formacion de puentes
disulfuro es nula), triptéfano, tirosina ni de residuos adicionales (pirrolisina o
selenocisteina). Hay mayor presencia de acido aspartico y glutamico que aportan
una carga negativa, comparandolo con arginina y lisina que aportan una carga
positiva. Con la composicion atdomica se obtiene la férmula condensada
(C1445H2387N43900497Ss). La secuencia que se obtuvo de la identificacion por

secuenciacion de péptidos no contiene residuos de triptéfano, tirosina o cisteina y
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muy poca cantidad de fenilalanina, por lo que tedricamente es posible que la
proteina no absorba en el espectro UV, por lo tanto no se reporta el coeficiente de
extincion. El tiempo de vida media que se estima es mayor a 10 h, comparandolo
con la informacion que hay en E. coli. Ademas el valor estimado de estabilidad es
de 27.90, lo que quiere decir que es una proteina estable (se les considera
estables con un valor menor de 40). Este dato se verificd experimentalmente, ya
que el proceso de purificacion tomé varios dias y la actividad de la proteina se
mantuvo. El indice alifatico es de 89.19, lo que propone que presenta en su
mayoria cadenas lineales, este parametro se define como el volumen relativo que
ocupan las cadenas laterales de los aminoacidos alifaticos (alanina, valina, leucina
e isoleucina), este volumen determina a su vez la termoestabilidad de la proteina,
siendo directamente proporcional. Finalmente del valor de hidropaticidad (-0.420),
se observa que la proteina es hidrofilica. Este valor es la suma de los valores de
hidropaticidad entre el numero de aminoacidos que se encuentran en la proteina
(Gasteiger et al., 2005). (Figura 14).
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NUmero de aminoacidos: 321
Peso molecular: 34118.97
Punto isoeléctrico teérico: 4.85

Composicion de aminoacidos: Composicion atémica:
Alanina (A) 41 12.8% Carbon C 1445
Arginina (R) 14 4.4% Hydrogen H 2387
Asparagina (N) 27 8.4% Nitrogen N 439
Acido aspartico (D) 25 7.8% Oxygen O 497
Cisteina (C) 0 0.0% Sulfur S 8
Acido glutamico (Q) 25 7.8%
Glutamina (E) 17 5.3%
Glicina (G) 25 7.8%
Histidina (H) 4 1.2%
Isoleucina (1) 23 7.2%
Leucina (L) 28 8.7%
Lisina (K) 16 5.0%
Metionina (M) 8 2.5%
Fenilalanina (F) 6 1.9%
Prolina (P) 7 2.2%
Serina (S) 21 6.5%
Treonina (T) 18 5.6%
Triptéfano (W) 0 0.0%
Tirosina (Y) 0 0.0%
Valina (V) 16 5.0%
Pirrolisina (O) 0 0.0%
Selenocisteina (U) 0 0.0%
Numero total de residuos con carga Formula: Cy45 Hosgz Nazg Os97 Sg
negativa (Asp + Glu): 42 Numero total de dtomos: 4776

Numero total de residuos con carga
positiva (Arg + Lys): 30
Coeficientes de extincion:
Como no hay W, Y o C en la region considerada, su proteina no debe ser visible por
espectrofotometria UV.
Vida media estimada:
El N-terminal de la secuencia considerada es M (metionina).
El tiempo de vida media es: 30 horas (reticulocitos de mamiferos, in vitro).
> 20 horas (levadura, in vivo).
> 10 horas (E. coli, in vivo).
indice de inestabilidad:
El indice de inestabilidad (Il) se calcula que es de 27.90
La proteina se considera estable.
indice alifatico: 89.19
Promedio de hidropaticidad: -0.420

Figura 14. Reporte de salida del servidor ExPASYy, estimado con la herramienta de
ProtParam (Tomado de http://web.expasy.org/cqgi-bin/protparam/protparam).
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6.3.1.3 Perfil de hidropaticidad

El siguiente analisis se realizé también con el portal ExXPASy, con la herramienta
de ProtScale y se selecciono la escala de Hphob (Kyte y Doolittle, 1982). Este
estima valores numéricos a los residuos de aminoacidos, conforme a sus
caracteristicas y a su comportamiento. Al graficar los valores (Figura 15) se
observa el perfil de hidropaticidad de la proteina. Los valores asignados a cada
residuo se muestran en el eje de las ordenadas, los valores negativos, son las
regiones hidrofilicas y los valores positivos, las regiones hidrofébicas. El eje de las
abscisas designa la posicidon de los aminoacidos. Con la prediccion de esta
herramienta, y complementando con el punto 6.5.1.2, se estima que la proteina de

interés tiende a ser hidrofilica, por lo que es altamente soluble en un medio

acCuoso.
ProtScale output for user seguence
1.3 T T T T T -
Hphob. » Kyie & Doolittle
1 - -
8.5 [ .
8 r r—
_B 5 - N -
o
i
o
3]
w
_1 - -
-1.5 | -
_E - -
2.3 .
2 1 1 1 1 1 1

5@ 188 158 f=35]s] 256 jeyals]

Position

Figura 15. Distribucion del perfil de hidropaticidad (Kyte y Doolittle, 1982), obtenido a
través del servidor EXPASYy con la herramienta de Protscale (Tomado de
http://web.expasy.org/cgi-bin/protscale/protscale.pl?1).
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6.3.1.4 Localizacién celular y busqueda de péptido seiial

Posteriormente se utilizé el servidor PSORT.org (Yu et al., 2010), con el que se
predice la localizacién celular o extracelular de la proteina de interés, asi como
otros datos complementarios. Para la prediccion se seleccioné el programa
PSORTb v.3.0 que es para secuencias bacterianas. El resultado obtenido fue
(Figura 16) que la enzima se localiza en el extracto citosdlico, esta informacion
coincide con la parte experimental, ya que la proteina de interés se extrajo de esta

fraccion celular.

Como se mencioné anteriormente, se encontré6 que en todas las fracciones del
cultivo celular de B. pumilus GMA1 hay presencia de PGHs, sin embargo no se
tiene la certeza de que sea la misma proteina la que se encuentre en todas las

fracciones.

SeqID: WP_@50943459.1 flagellin [Bacillus pumilus]
Analysis Report:

CMSVM+ Unknown [No details]
CWSVM+ Unknown [No details]
CytoSVM+ Cytoplasmic [No details]
ECSVM+ Unknown [No details]
ModHMM+ Unknown [No internal helices found]
Motif+ Unknown [No motifs found]
Profile+ Unknown [No matches to profiles found]
SCL-BLAST+ Unknown [No matches against database]
SCL-BLASTe+ Unknown [No matches against database]
Signhal+ Unknown [No signal peptide detected]
Localization Scores:
Cytoplasmic 7.5
CytoplasmicMembrane 1.15
Cellwall 0.62
Extracellular .73
Final Prediction:
Cytoplasmic 7.5

Figura 16. Localizacion celular de la proteina de interés (Tomado de
http://psort.org/psortb/results.pl).

Para conocer si la secuencia presenta péptido sefal se utilizé el servidor SignalP
4.1 (Petersen et al., 2011), del cual se eligi6 como grupo de organismo las
bacterias Gram-positivas, en el reporte se obtiene que no hay presencia de algun
péptido senal (Figura 17). Los péptidos sefal dan la caracteristica del tipo de

Pagina | 36


http://psort.org/psortb/results.pl

RESULTADOS Y DISCUSION

secrecion o direccionamiento que tiene una proteina dentro de la célula o fuera de
esta. Es posible que estas sefializaciones se conserven en la proteina madura, o
que se remueva de la secuencia una vez que se encuentra en su destino final
(Bendtsen et al., 2004).

# Measure Position Value Cutoff signal peptide?
max. C 25 B.165
max. Y 25 8.23@
max. 5 17 B.456
mean 5 1-24 B.343
D 1-24 B.274 B.458 MO
Mame=WP_858943459.1 SP="N0' D=8.274 D-cutoff=8.458 Networks=S5ignalP-TM

Figura 17. Reporte de salida de SignalP 4.1. (Tomado de http://www.cbs.dtu.dk/cgi-
bin/webface?2.fcqi?jobid=590E819D000054B86D67DBOF &wait=20)

6.3.1.5 Prediccion de estructura tridimensional

El siguiente analisis se realizd con el servidor I-TASSER (Zhang, 2008; Roy et al.,
2010y Yang et al., 2015). Este reporta la prediccion de estructura y funcion de las
proteinas. En la figura 18 se presenta la estructura terciaria que se predice a partir
de la secuencia reportada en la figura 11. Se observa que sélo hay presencia de
alfas hélices, ya que la formacion de puentes de hidrégeno entre los residuos de
aminoacidos se ve favorecida. Al complementar con el reporte de la figura 14 se
puede observar que la secuencia tiene siete residuos de prolina, los cuales en la
estructura terciaria, se localizan en los sitios donde las alfas hélices se rompen y
solo hay presencia de la estructura primaria, ya que este residuo de aminoacido
presenta impedimento estérico y no cuenta con un hidrogeno disponible para

formar un puente de hidrégeno.
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Figura 18. (1) Representacion de la estructura terciaria de la flagelina de B. pumilus. (ll)
Sitios con residuos de prolina (P), los numeros representan la posicion en la que se
encuentran dentro de la secuencia de aminoacidos (Tomado de http://zhanglab.
ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/output/S328906/ y modificado con PyMOL).

Si se compara la estructura que se predijo, con la que tiene la lisozima, que es una
PGH con actividad de N-acetiimuramidasa, se encuentran similares, ya que la

lisozima, tiene varias hélices alfa, una lamina beta y zonas sin estructura regular
(Knubovets et al., 1998).

6.3.1.6 Prediccion de union a ligandos

Como ya se mencion6 anteriormente el servidor I-TASSER también reporta la
funcién de la proteina, esta prediccion se hace con la herramienta COACH (Yang
et al., 2013) que se basa en los reportes que ya existen del comportamiento
biolégico de enzimas similares y se basa en la prediccién de la estructura de I-
TASSER.
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El reporte de la unidn a ligandos incluye uno que es la unidn a un ion calcio. Este
resultado es de gran interés, ya que al tener un ligando especifico para el ion Ca?*
podria ser que en ausencia de este ion la funcion enzimatica de la proteina se vea
afectada. La prediccion arroja que en las posiciones 85 y 88 hay residuos de

serina y glutamina que resultan ser especificos para este ligando (Figura 19).

Figura 19. Prediccion de unién a ligando de Ca?*, en los residuos de serina (S 85) y de
glutamina (Q 88). Los numeros representan la posiciéon en la que se encuentran dentro de
la secuencia de aminoacidos (Tomado de http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-
TASSER/output/S328906/ y modificado con PyMOL).

6.3.1.7 Prediccién de la localizacion del sitio activo

El ultimo reporte que se obtiene de I-TASSER es la prediccion de la localizacidon
del sitio catalitico, y se encuentra que hay dos posibles opciones. (Figura 20). La
primera opcion solo involucra a un residuo de acido glutamico que se localiza en la
posicion 260, y la segunda opcién involucra dos sitios en las posiciones 54 y 57,

en las que se encuentran los residuos de glicina y arginina, respectivamente.

En ambos casos, se considera que estos aminoacidos se involucran en el sitio
activo debido a sus caracteristicas. En el primer caso, el acido glutdmico tiene un
grupo carboxilo en su cadena lateral y, por lo tanto, esta cargado negativamente a
pH neutro. Debido a su naturaleza polar, logra formar interacciones electrostaticas
con aminoacidos basicos y, por esta alta capacidad de unidn, es posible que se

encuentre en los sitios activos de las proteinas. En el segundo caso, se encuentra
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a la glicina que es un aminoacido neutro y a la arginina que es un aminoacido
basico; este ultimo se encuentra cargado positivamente a pH neutro y tiene un rol

esencial con la union de aniones (Nelson y Cox, 2000).

()

(N

Figura 20. Prediccion del sitio activo. (1) En el residuos de acido glutamico (E 260) y (ll) en
los residuos de glicina (G 54) y arginina (R 57). Los numeros representan la posicion en la
que se encuentran dentro de la secuencia de aminoacidos (Tomado de http://zhanglab.
ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/output/S328906/ y modificado con PyMOL).

6.4 Pruebas de especificidad de sustrato

Como se mencionod anteriormente, las PGHs se clasifican de acuerdo al enlace
que hidrolizan, entonces para identificar la especificidad de sustrato y cuantificar la
actividad de PGH se hizo reaccionar diferentes sustratos (Tabla 3). Se establecio
que la enzima de interés presenta actividad de N-acetiimuramoil-L-alanina
amidasa, es decir que hidrolizé el enlace amida del hidrocloruro de L-alanina 4-
nitroanilina liberando p-nitroanilina y L-alanina. El resto de las pruebas realizadas
dieron como resultado valores negativos, o que quiere decir que en la muestra

citosélica no hay enzima presente que sea capaz de hidrolizar el 4-nitrofenil N-
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acetil-B-D-glucosaminida para liberar p-nitrofenol y N-acetil-3-D-glucosaminida, ni
enzima que hidrolice el peptidoglucano por los enlaces (-1,4 que une los residuos
de N-acetil-glucosamina y acido N-acetil-muramico lo que liberaria el extremo

reductor N-acetil-muramico.
Debido a que la técnica que resultd positiva es una técnica rapida, es la que se

utilizé para el monitoreo de la actividad de PGH.

Tabla 3. Evaluacion de la actividad de PGH de la muestra citosolica de B. pumilus GMA1
con diferentes sustratos.

Actividad Sustrato U/mg proteina
N-acet|I-murgmoﬂ-L-aIanma- H|droclorqro de“L-aIanlna 4- 145+ 0.03
amidasa nitroanilina

4-nitrofenil N-acetil-3-D-

N-acetil-B-D-glucosaminidasa L
glucosaminida

Negativo

Peptidoglucano de M.

N-acetilmuramidasa lysodeikticus

Negativo

6.5 Purificaciéon por columna de exclusion molecular

Para llevar a cabo el proceso de purificacion, se realizaron 10 corridas en una
columna de exclusién molecular y en cada una se afiadieron 10 mg de proteina
total. Para la calibracion de la columna se inyectaron estandares de peso
molecular conocido, los cuales fueron albumina (66 kDa) y quimiotripsina (25 kDa),
proteinas que eluyeron en la fraccion 35 y 55, respectivamente (datos no
mostrados). Por lo tanto, era de esperarse que la proteina de interés eluyera entre

este numero de fracciones.
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En la figura 21 se muestra el grafico creado a partir de los parametros analizados

para cada una de las fracciones que se obtuvieron de la columna.

Proteina (ug/mL)

w B a
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N
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35 40

Figura 21. Grafico de la muestra purificada con la columna Sefacril S-300. Se grafican los
valores de concentracion de proteina (ug/mL) vs actividad especifica de N-acetiimuramoil-
L-alanina amidasa. Las barras representan la desviacidén estandar de tres ensayos

independientes.

Las fracciones en donde se detecta mayor actividad son 52, 53 y 54. Estas

fracciones fueron las que se analizaron posteriormente, y se concentraron por

ultrafiltraciéon. Después se cargaron en SDS-PAGE y zimograma contra M.

lysodeikticus para verificar con el perfil proteico su pureza y en el zimograma si la

enzima presentaba actividad de PGH. En la figura 22 se muestran los resultados,

se observa que hay una banda con actividad litica de ~29 kDa, a parte de un
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barrido de bandas, que sélo se detecta en zimografia, la presencia de este barrido
de bandas de menor peso molecular y con actividad, posiblemente se debe a la
degradacion de la proteina de interés, y se infiere que la degradacién no abarcé al
sitio catalitico, ya que a pesar de que existe la pérdida de péptidos, no tuvo
influencia con la actividad de PGH. La degradacion de las proteinas tiene que ver
con todas las condiciones en las que se llevd a cabo el proceso de purificacion,
puesto que los cambios de temperatura y el tiempo de analisis son uno de los

factores que afectan la estabilidad de una proteina.

M M
sl
. 97.4
kDa |Su ! |}
97.4 . 66.2
P
66.2 45
a5
kDa
31
31 | <5
215 215
14.4 144

Figura 22. Perfil de proteinas (lado izquierdo) y zimograma contra M. lysodeikticus (lado

derecho) de la fraccion 53 obtenida después del proceso de purificacion por la columna

Sefacril S-300 y concentrada 100X. (M) Marcador de peso molecular. Se cargé 0.05 ug
proteina
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El proceso de purificacion fue eficiente porque se obtuvo 392 veces pura a la
enzima, y practico porque solo consistié en la ultrafiltracion y el uso de la columna
de exclusién molecular. Se monitoreo la cantidad de proteina y la actividad de N-
acetilmuramoil-L-alanina amidasa durante el proceso de purificacion y los
resultados se reportan en la tabla 4. Al comienzo del proceso hay 53.64 mg de
proteina total y conforme se realizan los pasos de purificacion este valor va
disminuyendo; esto se debe a que en cada paso se van quitando proteinas
contaminantes, ademas de que se considera que existen pérdidas de muestra por
el trabajo experimental, por lo que después de concentrar la muestra se tiene
36.22 mg de proteina; mientras que la actividad especifica aumento 1.3 veces. Se
puede observar que la etapa mas eficiente del proceso de purificacion fue el paso
por la columna de exclusion molecular, ya que la actividad especifica aument6 392
veces Y el porcentaje de recuperacion fue del 3.4%, esto quiere decir que aunque
hay una cantidad de proteina menor, lo que se obtiene es la enzima pura con
actividad de PGH.

Tabla 4.Proceso de purificaciéon de la enzima, situada en la fraccién citosélica de B.
pumilus GMA1, con actividad de PGH.

Proteina Actividad Actw@l.lad Factor de Recuperacion
s total (mg) total (U) PSS purificacion (%)
(U/mg)
. 90.65 +
Citosol 53.64 + 0.33 0.002 1.69+0.34 1 100
Citosol 36.22+£0.29 8222+0.01 227+0.14 1.3 90.7
ultrafiltrado
Fraccion 53
. 0.0046 + 3.045 +
Sefgggl S- 0.0002 0.007 662 + 85 392 3.4
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6.6 Caracterizacion bioguimica

Se utilizé la fraccion 53 que se obtuvo de la purificacion por columna de exclusién
molecular, que es la que se identifico con actividad de PGH y se realizaron los

siguientes experimentos.

6.6.1 Condiciones de pH para evaluar la actividad de PGH

Primero se determiné que el pH en el que se presentd la maxima actividad
enzimatica fue de 9 (Figura 23). Este comportamiento indica que posiblemente el
sitio catalitico esta involucrado con un aminoacido ionizable a pH basico;
comparando este resultado con el analisis “in silico” que se reporta en el punto
6.5.1.5, es posible que el sitio activo se conforme de glicina y arginina localizados

en la posicion de la secuencia 54 y 57, respectivamente.

Los valores de actividad para pH 8 y 10 disminuyen 10%, mientras que a pH
neutro la actividad disminuye mas de 40%. Y para el intervalo de pH &cido
comprendido entre 3 a 6 la actividad se abate mas del 90%. Este resultado es util
para la aplicacion de la enzima en la industria, ya que para garantizar la actividad
de PGH, es necesario que esté en presencia de pH basico para que se aproveche

el 100% de actividad enzimatica.
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Figura 23. Determinacion del mejor pH para la actividad de PGH de la enzima pura.

6.6.2 Estabilidad al pH (1 h de incubacion)

El siguiente analisis fue para determinar el intervalo de pH en el que se mantiene
estable la proteina, durante 1 h. Para medir la actividad de PGH, se utilizé el pH
de 8, ya que este es el mejor pH que se determind el grafico 23. En la figura 24 se
muestra que la proteina de interés, logra activarse después de ser incubada a pH
8 durante 1 hora, a pesar de haber sido expuesta durante 1 hora a otros valores
de pH; ya que se observa que a cualquier pH el porcentaje de actividad es mayor
al 100%.A partir de valores de 7 hasta 9 la actividad comienza a incrementar
desde 17 hasta 32 veces, pero a pH 10 vuelve a observarse una ligera

disminucién de actividad. Para el intervalo de pH comprendido desde 3 a 6 la
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actividad solo incrementd hasta 12 veces. El valor que se utilizé como control para
este analisis fue el que se obtuvo como 100% de la grafica 23.Es de importancia
conocer el efecto que tiene el incubar a la enzima por determinados periodos de
tiempo a diferentes valores de pH, ya que es un criterio de seleccion para su

aplicacién en diferentes procesos industriales.

3500 -
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2500
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Figura 24. Comportamiento de la enzima pura incubada durante 1 h a diferentes valores
de pH.

6.6.3 Condiciones de temperatura para evaluar la actividad de PGH

Cuando se aumenta la temperatura en una reaccion, aumenta la energia de las
moléculas, éstas se excitan y, por lo tanto, la actividad aumenta. En la figura 25 se
muestra que la temperatura en la que se presenta la maxima actividad es de 37°C,
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ya que se observa que aumento casi 70% la actividad entre 24 y 37°C, mientras
que a 45, 50 y 60°C la actividad va disminuyendo desde el 60% hasta el 40%,
pero a temperaturas mas altas como 70, 80 y 90°C la actividad ya se abatié mas
del 90%. El intervalo de temperatura en el cual se encuentra la maxima actividad
de las enzimas es de interés para su uso potencial en la biotecnologia. Se ha
reportado que el intervalo de temperatura en el cual se encuentra la maxima
actividad de algunas PGHs es de 37 a 60°C (Kyomuhendo et al., 2007).

100

80

60 +

40 4

% Actividad relativa

20

I ! I ! I ! I ! I ! I ! I

30 40 50 60 70 80 90

Temperatura (°C)

Figura 25. Comportamiento de la actividad enzimatica a diferentes temperaturas de
reaccion. .
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6.6.4 Estabilidad térmica (1 h de incubacion)
Una de las -caracteristicas que también es importante conocer es el
comportamiento de las enzimas tras periodos de incubacién a diferentes valores
de temperatura. Después de incubar a la enzima a diferentes temperaturas, se
medié la actividad de PGH a 37°C, ya que esta es la mejor temperatura que se
determiné el grafico 25. Se observo (Figura 26) que la enzima se activo a
temperaturas de 24, 37, 45 y 50°C; durante 1 h; pero a partir de 60°C la actividad
disminuyé el 10%, mientras que para 70, 80 y 90°C la actividad se abatié mas del
90%. Existen enzimas que son altamente resistentes a la desnaturalizacion
irreversible, por lo que es posible que estas logren replegarse nuevamente en
cuanto la temperatura desciende, recuperando asi su actividad (Briers et al.,
2008). En cuanto al comportamiento previamente descrito de esta proteina, se
sugiere que tras estar 1 h en incubacion a altas temperaturas, sélo se logra
recuperar el 10% de actividad. Complementando con el analisis del punto 6.3.1.2,
la termoestabilidad se ve influenciada por el valor del indice alifatico de una
proteina. El valor que se utilizO como control para este analisis fue el que se

obtuvo como 100% de la grafica 25.
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Figura 26. Efecto de incubar a la enzima pura durante 1 h a diferentes valores de
temperatura.

6.6.5 Efecto de iones metalicos sobre la actividad de PGH

Se determin¢ el efecto de diferentes iones para saber si es esencial la presencia
de alguno de ellos o si son capaces de inhibir la actividad de la enzima. En la
figura 27 se observa que en presencia de todos los iones analizados, la actividad
de PGH aumenta, estos iones son Zn?*, K*, Na*, Ca®* y Mg?*. En presencia de
Zn?* y K*, en concentraciones de 1 y 10 mM, la actividad aumenté 6 veces mas
que la enzima tratada previamente con EDTA, con Na* vy Ca?* la actividad
aumentd 4 veces en concentraciones 1 mM y 5 veces en concentraciones 10 mM.
Y finalmente en presencia de Mg?®" la actividad solo aumentd 40% para ambas

concentraciones. Como ya se mencioné anteriormente, el control de esta prueba
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fue la enzima tratada con EDTA 100 mM, el que se utilizé para secuestrar los
iones metalicos que se encontraban previamente en el medio, que posiblemente
se pudieran involucrar en el sitio catalitico de la proteina, y asi sélo observar el
efecto de un i6n metdlico a la vez. Por estos resultados, se puede inferir que la
presencia de los distintos iones aumenta la afinidad de la enzima por el sustrato.
En la literatura se encuentra que las enzimas con actividad de PGH contienen un
sitio de union a Zn?* por lo que es un idn esencial para la catalisis (Schmelcher et
al., 2012). Aunado a esto, en el analisis del punto 6.5.1.6, se predice un sitio de
unién a los iones de Ca®', lo que puede explicar que en presencia de este idn

divalente la actividad aumenta.

f
600 I
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% Actividad relativa
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+

Na K Mg”* Ca” zZn*  EDTA

Figura 27. Efecto de iones metalicos sobre la actividad de la enzima pura, con actividad
de PGH.
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6.6.6 Efecto de inhibidores sobre la actividad de PGH

El efecto que se observa en la actividad de una proteina, con el uso de diversos
agentes inhibidores va directamente relacionado con el tipo de accion de cada
uno, en este caso se analizo el efecto del EDTA y el PMSF (Figura 28). El primero
es un agente quelante que inhibe a metaloenzimas, ya que secuestra al ion
involucrado en la catalisis, que frecuentemente es el ion Zn?* (Morner y Braun,
1984); y el segundo es un inhibidor de serin-proteasas ya que inhibe sitios con
residuos de serina; hay reportes de PGHs que se inhiben con el PMSF y se les
denominan serin-proteinasas (Stepnaya et al., 2005). Para ambos casos, la
actividad disminuyd respecto al control, que fue la enzima sin tratamiento.
Utilizando EDTA la actividad disminuyé 60% (1 mM) y 70% (10 mM); con PMSF
disminuyé 20% (1 mM) y 90% (10 mM). La inhibicion por la presencia del EDTA se
complementa con los resultados mostrados anteriormente, ya que se sabe que se
requiere la presencia de iones para la activacion de la enzima; se ha reportado
que para enzimas de este tipo, la actividad litica se reduce al ser tratado con
EDTA, debido a que el agente quelante secuestra el i6n involucrado en el sitio
catalitico de la proteina (Schmelcher et al., 2012). Por otro lado, se sabe que la
inhibicién por la presencia del PMSF, se debe a que posiblemente en el sitio activo
de la enzima hay un residuo de serina. Comparando con los resultados del analisis
bioinformatico, se encuentra un residuo de serina en el sitio de unién al ion Ca®*, y
por lo tanto, podria ser una de las causas por la que la actividad disminuye ante la

presencia del PMSF.
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Figura 28. Efecto del EDTA y PMSF en la actividad de la enzima pura, con actividad de
PGH.

6.7 Espectro de inhibicion

Se realizaron pruebas de difusién en agar con una bateria de 12 microorganismos,
los cuales se dividieron en dos categorias, Gram-positivos y Gram-negativos, esta
clasificacion se realizd de esta manera, ya que la presencia y la cantidad de
peptidoglucano es diferente. En la tabla 5 se reportan los resultados donde se
puede observar que no hay efecto antimicrobiano contra ninguno de los
microorganismos Gram-negativos. Esto se explica debido a que su pared celular
posee menos cantidad de peptidoglucano, mismo que no esta facilmente
disponible, lo que limita la actividad de las PGHs, en cambio para casi todos los
microorganismos Gram-positivos se encontré actividad antimicrobiana, excepto
con L. monocytogenes. Esto ultimo se puede explicar ya que la composicion del

peptidoglucano para cada microorganismo es diferente y la disponibilidad vy
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cantidad de cada uno de sus componentes es variada, ademas existen reportes
que indican que algunos microorganismos son capaces de realizar cambios
estructurales en el peptidoglucano, lo cual implica que especificamente una PGH
no logre atacar la pared celular (Rae et al., 2011). Sin embargo es de gran interés
el efecto antibacteriano que presenta esta enzima, ya que es capaz de inhibir el
crecimiento de varios microorganismos patégenos como S. pyogenes, B. cereus'y

S. aureus.

Complementando con los resultados de la caracterizacion bioquimica, se
determind que la aplicacion de esta PGH en la industria de alimentos se ve muy
limitada, ya que la mayoria de los alimentos se encuentran en un pH acido. Sin
embargo no se descarta su posible uso en la industria farmacéutica como posible
sanitizante, ya que al inhibir el crecimiento de varios microorganismos patdgenos,

sigue siendo de gran interés para su aplicacion.
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Tabla 5. Inhibicion de diferentes cepas bacterianas por efecto de la enzima pura obtenida
de la fraccién citosélica de B. pumilus GMA1.

Cepas mm/mg proteina

Gram-positivas

Bacillus cereus CFQ-B-230 120.99
Enterococcus faecalis QB 241.98
Enterococcus faecium QB 108.89

Lactobacillus paracasei CFQ-B-90 241.98
Listeria monocytogenes CFQ-B-103 0
Micrococcus lysodeikticus CFQ-B-103 181.49
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 241.98
Staphylococcus aureus ATCC 6538 120.99
Streptococcus pyogenes CFQ-B-218 60.5

Gram-negativas

Escherichia coli BL21 0.00
Salmonella typhimurium ATCC14028 0.00
Pseudomonas aeuroginosa ATCC 14028 0.00
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7. Conclusiones

Se determindé que B. pumilus GMA1 presenta varias proteinas con actividad de
PGH, capaces de hidrolizar el peptidoglucano presente en la pared celular de M.
lysodeikticus. Se realizé el analisis de la proteina que se encuentra en la fraccion
citosolica, con un peso molecular experimental de ~29 kDa. Esta presenta
actividad de N-acetil-muramoil-L-alanina-amidasa y se identific6 como flagelina de
B. pumilus, de la cual se reporta por primera vez su actividad de PGH, por lo cual
es un resultado novedoso. Se purificd a la enzima mediante un proceso eficiente y
practico y se caracterizé bioquimicamente. Es una enzima cuya maxima actividad
esta en el pH de 9, el intervalo de pH en el que es estable la enzima durante 1 h
es de 7 a 10. Su actividad mas alta se encuentra a una temperatura de 37°C y
que el intervalo de temperatura en que es estable durante 1 h es de 37°C a 50°C.
Ademas se encontré que la proteina requiere la presencia de iones Zn?*, K*, Na®,
Ca?* y Mg?* para aumentar su actividad, y que en presencia del EDTA vy del
PMSF, la actividad se abate, y estos resultados son muy cercanos a lo que se
predijo con el analisis bioinformatico. El espectro de inhibicién que se obtuvo da
pauta a su posible uso en la industria como sanitizante, ya que inhibe el
crecimiento de varios microorganismos Gram-positivos reportados como

patdgenos y causantes de diferentes enfermedades.
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8. Perspectivas

Realizar la identificacion de las demas proteinas con actividad
antimicrobiana presentes en las diferentes fracciones celulares y en el

sobrenadante.
Realizar la clonacion y expresion de la enzima con actividad litica para

obtener produccién a mayor escala.

Evaluar la aplicacion industrial de la enzima.
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