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Identificacion de hidrolasas peptidoglucano producidas por
bacterias acido lacticas.
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Las peptidoglucano hidrolasas (PGH), son enzimas que hidrolizan de manera controlada los enlaces del peptidoglucano, se clasifican
en N-acetilmuramidasas, N-acetilglucosaminasas, N-acetilmuramoil-L-alanina amidasas y en peptidasas. Las PGH son secretadas
mediante la via Sec-dependiente o mediante el Sistema TAT (Twin-arginine translocation) y tienen pesos moleculares en un rango
de 22 a 137 kDa. Se ha reportado que entre los microorganismos con una mayor produccién de PGH se encuentran las bacterias
acido lacticas (BAL), principalmente los géneros Pediococcusy Lactobacillus. La importancia de las PGH radica en su uso potencial
como bactericidas. Un problema actual de salud publica es la resistencia antibidticos, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion (FAO) destacan en su plan de accién mundial el problema de la resistencia
a los antibidticos, lo cual se considera una amenaza en medicina humana, veterinaria, en el sector alimentario y medio ambiental.
Ademas, su aplicacién no solo se enfoca como tratamientos biomédicos contra infecciones, sino también como bioconservadores
naturales extendiendo la vida de anaquel y seguridad alimentaria través del uso de estas. En los Ultimos afios se ha incrementado el
interés por generar nuevas alternativas tecnoldgicas para estas incdgnitas, por esta razén el objetivo de esta investigacién es
estudiar las PGH producidas por Pediococcus acidilactici (ITV-26) y Lactobacillus fermentum (SP-23). Con la finalidad de alcanzar
estos objetivos se efectud la identificacion fenotipica y genotipica de las BAL en estudio, asi como la identificacién de las enzimas en
estudio mediante la realizacion de cinéticas de crecimiento determinando la densidad 6ptica, el pH y la identificacion de proteinas
extracelulares, de citosol y de membrana, para precisar la fase de crecimiento en la cual se encuentra la mayor actividad enzimatica
se utilizo como sustrato 4-nitrofenil N-acetil-B-D-glucosaminida (4N-NAG), se cuantificaron las proteinas por el método de Bradford,
se determind el peso molecular en geles de poliacrilamida Tris-Tricina-SDS (TSDS-PAGE) y se identifico la actividad enzimatica
mediante zimogramas con 0.2% de células de Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698 y 4N-NAG. Los resultados obtenidos de la
identificacién fenotipica y genotipica de las BAL, previamente aisladas de cepas nativas a partir de heces de bebé lactante (ITV-26) y
quesos frescos artesanales (SP-23) coinciden en mas del 95 % con Pediococcus acidilactici y con Lactobacillus fermentum. En las
cinéticas de crecimiento se determino que la mayor actividad enzimatica de PGH se alcanzé a las 14 horas en ITV-26 y en SP-23 a
las 18 horas de crecimiento, identificando las enzimas con actividad litica y pesos moleculares de 22 kDa (ITV-26) y 24 kDa (SP-23),
las cuales coinciden con el tipo N-acetilmuramidasa segun el Sistema Experto de Andlisis de Proteinas (EXPASY). Debido a la
actividad observada de N-acetilmuramidasa es de interés en la industria de los alimentos y la biotecnologia, ya que puede ser
potencialmente utilizada para el control de patégenos alargando la vida de anaquel de alimentos y de bacterias resistentes en el
ambito hospitalario.



