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RESUMEN 

López Zamudio, Amairany. Maestría en Ciencias en Ingeniería Bioquímica. Unidad de 
Investigación y Desarrollo en Alimentos, Tecnológico Nacional de México/Instituto 
Tecnológico de Veracruz. Mayo 2021. Identificación de hidrolasas peptidoglucano 
producidas por Pediococcus acidilactici ITV-26 y Limosilactobacillus fermentum 
SP-23. Directoras: Dra. Patricia G. Mendoza García y Dra. Carolina Peña Montes. 
 

Las hidrolasas de peptidoglucano (PGH), son enzimas involucradas en diversas 

funciones celulares, hidrolizan de manera controlada los enlaces del peptidoglucano, 

clasificándose en N-acetilmuramidasas, N-acetilglucosaminasas, N-acetilmuramoil-L-

alanina amidasas y en peptidasas. Estas enzimas son secretadas mediante la vía 

general de secreción (sec) o mediante el sistema de translocación doble de arginina 

(TAT) y tienen pesos moleculares de 27 kDa a 137 kDa. Su importancia radica en su 

potencial uso como compuestos bactericidas, que inhiben el crecimiento de bacterias 

de importancia en salud pública. El objetivo de este trabajo fue identificar las PGH 

producidas por Pediococcus acidilactici ITV-26 y Limosilactobacillus fermentum SP-23 

aisladas de quesos frescos artesanales y heces de neonato. Para ello se realizó la 

identificación fenotípica y genotípica de las bacterias en estudio, mediante cinéticas de 

crecimiento y enzimáticas se determinó la fase de crecimiento con mayor actividad de 

PGH, a partir de proteínas extracelulares, de citosol y adheridas a membrana, 

posteriormente, se determinó el peso molecular de las proteínas por electroforesis 

(SDS-PAGE) y con zimogramas con Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698. Las 

bandas con actividad lítica “in situ” se identificaron mediante secuenciación de 

péptidos. Los resultados mostraron una identidad molecular >98 % con Pediococcus 

acidilactici y Limosilactobacillus fermentum, la mayor actividad enzimática de PGH fue 

en las proteínas adheridas a membrana, a las 14 h para Pediococcus acidilactici ITV-

26 y a las 16 h en Limosilactobacillus fermentum SP-23. Se identificaron bandas con 

actividad lítica con pesos moleculares de 23 kDa (SP-23) y 25 kDa (ITV-26) la cual 

coincide con una endopeptidasa ATP dependiente, que no ha sido reportada en la 

hidrólisis del peptidoglucano. La actividad observada de endopeptidasa le confiere un 

gran interés en la industria de alimentos y la biotecnología debido a su potencial 

utilización para el control de microorganismos patógenos.   
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ABSTRACT 

López Zamudio, Amairany. Maestría en Ciencias en Ingeniería Bioquímica. Unidad de 
Investigación y Desarrollo en Alimentos, Tecnológico Nacional de México/Instituto 
Tecnológico de Veracruz. Mayo 2021. Identificación de hidrolasas peptidoglucano 
producidas por Pediococcus acidilactici ITV-26 y Limosilactobacillus fermentum 
SP-23. Directoras: Dra. Patricia G. Mendoza García y Dra. Carolina Peña Montes. 
 

Peptidoglycan hydrolases (PGH), are enzymes involved in various cellular functions, 

hydrolyze peptidoglycan bonds in a controlled manner, classifying them as N-

acetylmuramidases, N-acetylglucosaminases, N-acetylmuramoyl-L-alanine amidases 

and peptidases. These enzymes are secreted by the general secretion pathway (sec) 

or by the double arginine translocation system (TAT) and have molecular weights of 27 

kDa to 137 kDa. Their importance lies in their potential use as bactericidal compounds, 

which inhibit the growth of bacteria of public health importance. The objective of this 

work was to identify the HGPs produced by Pediococcus acidilactici ITV-26 and 

Limosilactobacillus fermentum SP-23 isolated from fresh artisan cheeses and neonate 

feces. For this, the phenotypic and genotypic identification of the bacteria under study 

was carried out, using growth kinetics and enzymes, the growth phase with the highest 

PGH activity was determined, from extracellular, cytosol and membrane-adhered 

proteins, later, it was determined the molecular weight of the proteins by 

electrophoresis (SDS-PAGE) and with zymograms with Micrococcus lysodeikticus 

ATCC 4698. Bands with lytic activity "in situ" were identified by peptide sequencing. 

The results showed a molecular identity >98% with Pediococcus acidilactici and 

Limosilactobacillus fermentum, the highest enzymatic activity of PGH was in the 

proteins adhered to the membrane, at 14 h for Pediococcus acidilactici ITV-26 and at 

16 h in Limosilactobacillus fermentum SP-23. Bands with lytic activity with molecular 

weights of 23 kDa (SP-23) and 25 kDa (ITV-26) were identified, which coincide with an 

ATP-dependent endopeptidase, which has not been reported in the hydrolysis of 

peptidoglycan. The observed endopeptidase activity gives it great interest in the food 

industry and biotechnology due to its potential use for the control of pathogenic 

microorganisms.
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2. INTRODUCCIÓN 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) constituyen un grupo heterogéneo de 

microorganismos representado por varios géneros, con características metabólicas, 

morfológicas y fisiológicas en común (Gálvez et al., 2007), tienen gran valor en la 

industria alimentaria, debido al papel importante en la fermentación de una variedad 

de alimentos, su utilidad se basa en proporcionar características sensoriales a los 

productos tales como sabor, olor, textura, consistencia, entre otros, esas cualidades 

se generan en el proceso de fermentación, permitiendo aumentar el valor nutritivo y la 

inocuidad de éstos (Carr et al., 2002; Azadnia et al., 2011). 

Las BAL poseen la capacidad de producir sustancias antibacterianas 

históricamente usadas para conservar alimentos por su naturaleza GRAS () (Salminen, 

2004), estas sustancias se producen en los productos finales del metabolismo de las 

BAL: como ácido láctico, acético y propiónico, además de estos ácidos orgánicos 

también pueden producir peróxido de hidrógeno, dióxido de carbono, reuterina, 

reutericiclina, ácido 2-pirrolidona, 5-carboxílico, bacteriocinas, hidrolasas de 

peptidoglucano (PGH), entre otras (Hernández et al., 2005).  

 Las PGH son enzimas que hidrolizan de manera controlada los enlaces del 

peptidoglucano, pueden ser utilizadas como compuestos bactericidas, inhibiendo el 

crecimiento de bacterias de importancia en salud pública (BISP). En los últimos años 

se ha hecho notorio el impacto de la respuesta de BISP por su resistencia a 

antisépticos, desinfectantes y antibióticos lo que ha ocasionado brotes de infecciones 

en la población y hospitales con una alta mortalidad (Turner et al., 2004). Las PGH 

además de ser utilizadas en tratamientos biomédicos contra infecciones, pueden ser 

usadas como bioconservadores naturales, para aumentar la vida de anaquel y 

seguridad de los alimentos. Por lo que, el presente estudio se centra en identificar las 

PGH producidas por Pediococcus acidilactici ITV-26 y Limosilactobacillus fermentum 

SP-23. 
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3. ANTECEDENTES 

 
3.1. Bacterias acido lácticas 

 
 Las BAL son microorganismos denominados de esta manera por su principal 

característica; la producción de ácido láctico a partir de la fermentación de 

carbohidratos, estas constituyen un grupo heterogéneo de bacterias representado por 

varios géneros con características morfológicas, metabólicas y fisiológicas en común, 

en general son cocos o bacilos Gram-positivos, no esporulados, no móviles, oxidasa, 

catalasa y reductasa negativa, carecen de citocromos, no reducen los nitratos, entre 

otras propiedades (Gálvez et al., 2007). 

 Las BAL se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y han sido 

aisladas de diversas fuentes como: el medio ambiente, piel y tracto digestivo (Torres, 

2002; Azadnia et al., 2011). Las BAL aisladas de alimentos como productos lácteos, 

cárnicos y vegetales son utilizadas tradicionalmente como bioconservadores 

naturales; impidiendo el crecimiento de microorganismos patógenos y/o responsables 

de la descomposición del alimento, además pueden brindarles otros beneficios 

sensoriales como color, olor, sabor, textura, etc. (Gálvez et al., 2007). 

 

3.1.1. Clasificación de bacterias acido lácticas 
 

 La clasificación de las BAL fue inicialmente propuesta por Orla Jensen en 1919, 

esta se basa principalmente en la fermentación de los carbohidratos, crecimiento a 

diferentes temperaturas, y por su capacidad de tolerancia a altas concentraciones de 

cloruro de sodio (Axelsson et al., 2000). Su principal característica se debe a la 

fermentación de los carbohidratos, clasificándolas como: homofermentativas y 

heterofermentativas, las primeras producen solo ácido láctico como producto final y 

las heterofermentativas producen ácido láctico y otros metabolitos (García-Hernández 

et al., 2016). Por su crecimiento en diferentes rangos de temperatura se clasifican en 
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mesófilas (10-45 ºC) y termófilas (25-80 ºC) (Mathur et al., 2005; Parra-Huertas, 

2010). 

 La clasificación filogenética del grupo de las BAL se constituye por los géneros: 

Limosilactobacillus, Fructilactobacillus, Acetilactobacillus, Apilactobacillus, 

Levilactobacillus, Secundilactobacillus, Lentilactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, 

Lactococcus, Streptococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, 

Vagococcus, Oenococcus, Weissella y Tetragenococcus (Ahmed, 2003; Ogier y 

Serror, 2008; Zheng et al., 2020). 
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3.1.1.1. Metabolismo 
Las BAL homofermentativas son el grupo donde se encuentran los géneros 

Lactococcus, Pediococcus, Vagococcus, Streptococcus y algunos Lactobacillus, 

catabolizan la glucosa en un 85 % de ácido láctico por la ruta de la glucólisis (Figura 

2.1) o también denominada vía de Embden-Meyerhoff (Jay, 2000; Wood et al., 1995). 

 

 
FIGURA 2. 1 Ruta de la glucólisis en bacterias ácido lácticas.  

 (Jay, 2000) 
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El grupo de las BAL heterofermentativas, está formado por todas las especies 

de Leuconostoc, así como algunos Lactobacillus; estos producen solamente 50% de 

ácido láctico, así como etanol, ácido acético y CO2, utilizan la vía de las hexosas 

monofosfato o de las pentosas (Figura 2.2), este grupo de bacterias producen la 

enzima fosfocetolasa pero carecen de la aldosa y de la hexosa isomerasa, razón por 

la que utilizan estas vías metabólicas (Jay, 2000; Wood et al.,1995). 

 
FIGURA 2.2 Ruta de las pentosas fosfato en bacterias ácido lácticas. 

 
 (Jay, 2000) 
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3.1.1.2. Sistema proteolítico de las bacterias ácido lácticas  
En la fermentación se producen ácidos orgánicos que ayudan a conservar la 

vida de anaquel del alimento; además, se liberan algunos aminoácidos que aumentan 

la calidad nutritiva (Wacher, 2014). Algunos de estos aminoácidos que se incrementan 

son la lisina y el triptófano, además de vitaminas como la niacina y la riboflavina (Barros 

y Buenrostro, 2011). Durante la liberación de estos aminoácidos también se liberan 

fragmentos de proteína (péptidos), debido a las enzimas proteolíticas pertenecientes 

al sistema proteolítico de las BAL (Villadóniga et al., 2009). Algunos péptidos liberados 

durante la fermentación pueden presentar actividad biológica; es decir, son capaces 

de regular funciones fisiológicas en el humano.  

La proteólisis es la degradación de las proteínas por acción del sistema 

proteolítico de las BAL, lo que produce pequeños péptidos y aminoácidos libres (Smit 

et al., 2005). 

El sistema proteolítico de las BAL comprende tres componentes principales: 

proteinasas, peptidasas y proteinas de transporte. Las proteinasas escinden la 

proteina en péptidos, luego las peptidasas (intracelulares) degradan los péptidos a 

aminoácidos y péptidos más pequeños. Los sistemas de transporte son responsables 

de transferir aminoácidos y péptidos a través de la membrana citoplasmática (Kenny 

et al., 2003) 

Los productos finales de la proteólisis son con mayor frecuencia los 

aminoácidos utilizados por BAL como fuente de nitrógeno para su crecimiento, la 

actividad proteolítica de las BAL es muy diversa dependiendo de la especie, 

subespecie e incluso la cepa. Entre los cocos, las especies más proteolíticos son 

Lactococcus salivarius subsp. thermophilus y Lactococcus lactis subsp. cremoris, 

mientras que el menos proteolítico es Lactococcus lactis subsp. lactis. De los 

lactobacilos utilizados en la industria láctea, las especies con más actividad son 

Lacticaseibacillus casei, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus 

helveticus y Lactobacillus acidophilus (Linares-Morales et al ., 2020; Saidi et al ., 2020; 

Toe et al., 2019 y Lim et al., 2019). 
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3.1.1.3. Enzimas proteolíticas 
Las enzimas proteolíticas se pueden dividir en los siguientes grupos: Serina 

proteinasas (EC 3.4.21), cisteína proteinasas (EC 3.4.22), proteinasas aspárticas (EC 

3.4.23), metaloproteinasas (EC 3.4.24) y treonina proteinasas (EC 3.4.25) 

(Ramachandran et al., 2016; Mamo et al., 2018; Gurumallesh et al., 2019). 

Las proteinasas de las BAL son proteínas de diferente peso molecular, se 

sintetizan en células bacterianas como zimógeno, hidrolizan los enlaces peptídicos de 

los extremos del sustrato, sobre la base de su mecanismo químico de catálisis en 

sustratos peptídicos, a pesar de la alta similitud estructural, las proteínas bacterianas 

del ácido láctico muestran diferencias en especificidad al sustrato las cuales muestran 

una preferencia por las partes hidrofóbicas de las proteinas (Kunji et al., 1996). 

En la primera etapa de la proteólisis, las enzimas proteolíticas extracelulares 

degradan proteínas en tamaños más pequeños. Dependiendo de la proteína se van 

degradando según su tamaño por ejemplo la β-caseína se degrada a más de 100 

oligopéptidos diferentes compuestos de 4 a 30 aminoácidos residuos, pero la mayoría 

de los péptidos contienen de 4 a 10 residuos de aminoácidos (Reid et al., 1995), 

posteriormente los péptidos formados debido a la degradación por las proteinasas 

unidas a la pared celular de BAL se transportan a las células a través de mecanismos 

de transporte específicos (Opp, DptP y Dpp), los cuales se encargan de introducir los 

péptidos al citoplasma (Venegas-Ortega et al 2019). En el citoplasma, la degradación 

se lleva a cabo mediante endopeptidasas (oligopeptidasas) y aminopeptidasas. Las 

endopeptidasas rompen los enlaces intracelulares de los péptidos, mientras que las 

aminopeptidasas eliminan los aminoácidos de los extremos N y C de los péptidos 

(Savijoki et al., 2006). Los productos formados por la acción de oligopeptidasas y 

amidopeptidasas son sustratos para di y tripéptidasas. Los últimos productos de 

hidrólisis son los aminoácidos libres, que son una rica fuente de nitrógeno para las 

BAL, la descomposición enzimática de proteínas es particularmente importante para 

BAL, porque proporciona aminoácidos necesarios para la síntesis de sus propias 

proteínas, peptidos y su crecimiento, permitiéndo una reducción significativa del gasto 

energético en la síntesis de aminoácidos de novo (Kunji et al., 1996; Savijoki et al., 

2006).  
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3.1.2. Pediococcus acidilactici 
 

El interés en el género Pediococcus se debe a su capacidad de producir 

metabolitos que le confieren características importantes en la inhibición de 

microorganismos competidores e incluso patógenos. Incluyen 12 especies 

perteneciente al grupo filogenético formado por lactobacilos y leuconostocs (Tabla 2.1) 

(Garvie, 1986). Los Pediococcus tienen características específicas: son cocos de 0.4-

1.4 mm de diámetro, forman pares y tétradas. La pared celular de estas BAL tiene un 

peptidoglucano formado por los aminoácidos L-Lys-L-Ala-D-Asp, otros tienen ácido 

diaminopimélico (DAP) en la pared celular, son tolerantes a los ácidos, no pueden 

sintetizar porfirinas y poseen un metabolismo homofermentativo, son anaerobios 

facultativos, se encuentran en la superficie de plantas y frutas, en productos 

alimenticios como carnes curadas, embutidos crudos y pescado adobado, y se utilizan 

en la producción de alimentos fermentados y conservación de alimentos (Mundt, 1969; 

Calderón-Santoyo et al., 2001). 

 

 

TABLA 2.1 Taxonomía del género Pediococcus. 

Rango Nombre taxonómico 
Dominio Bacteria 

Filo Firmicutes 
Clase Bacilli 
Orden Lactobacillales 
Familia Lactobacillaceae 
Genero Pediococcus 

Especies 

Pediococcus acidilactici 
Pediococcus argentinicus 

Pediococcus cellicola 
Pediococcus claussenii 

Pediococcus etanoliduranos 
Pediococcus inopinatus 
Pediococcus parvulus 

Pediococcus damnosus 
Pediococcus siamensis 

Pediococcus stilesii 
Pediococcus pentosaceus 

(NCBI, 2021) 
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 Las colonias de Pediococcus en medios de cultivos sólidos varían de 1.0 - 2.5 

mm de diámetro, son lisas, redondas de color blanco grisáceo, su temperatura optima 

de crecimiento es de 25 - 40 ºC, el pH óptimo para el crecimiento es 6.0 - 6.5, crecen 

en presencia de NaCl del 4.0 y al 6.5 %, presentan proteasas, dipeptidasas, dipeptidil 

aminopeptidasas y aminopeptidasas (Garvie, 1986). 

Pediococcus acidilactici es miembro de las BAL, se utiliza como cultivo 

iniciador en productos cárnicos y vegetales fermentados, con un tamaño de colonia de 

0.6 a 1 mm de diámetro, se agrupa en pares, tétradas o racimos. Estas BAL crecen en 

un intervalo de pH de 4.2 a 8.0, en concentraciones de cloruro de sodio del 9 al 10 %, 

sus temperaturas óptimas de crecimiento varían entre 35 - 40 ºC, sin embargo, es un 

microorganismo termoresistente (tolera hasta 70 ºC por 10 minutos), una de las 

características específicas de Pediococcus acidilactici es la capacidad hidrolizar la 

arginina lo cual lo distingue del resto de los Pediococos (Yáñez et al., 2002). 

 

3.1.3. Limosilactobacillus fermentum 
 

El género Lactobacillus pertenece al filo Firmicutes, clase Bacilli, orden 

Lactobacillales y familia Lactobacillaceae (Tabla 2.2), dentro de las bacterias ácido 

lácticas, hasta este año 2020 contaba aproximadamente con 250 especies, sin 

embargo, se observó que el género Lactobacillus era demasiado diverso y englobaba 

especies no relacionadas, por lo que se realizaron estudios de la composición 

genética, ciertas propiedades fisiológicas, metabólicas y estilos de vida para facilitar la 

clasificación. Se agruparon 25 géneros, incluidos 23 nuevos que incluyen; 

Lactobacillus, Paralactobacillus; así como los nuevos géneros: Acetilactobacillus, 

Agrilactobacillus, Amylolactobacillus, Apilactobacillus, Bombilactobacillus, 

Companilactobacillus, Dellaglioa, Fructilactobacillus, Furfurilactobacillus, Holzapfelia, 

Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus, Lapidilactobacillus, Latilactobacillus, 

Lentilactobacillus, Levilactobacillus, Ligilactobacillus, Limosilactobacillus, 

Liquorilactobacillus, Loigolactobacilus, Paucilactobacillus, Schleiferilactobacillus y 

Secundilactobacillus (Zheng et al., 2020). 
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TABLA 2. 2 Taxonomía del género de Limosilactobacillus.  
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Los Lactobacillus son bacilos cortos o largos de 0.5 - 1.2 x 1.0 - 10.0 µm, Gram 

positivos, anaerobios facultativos, catalasa negativa, no formadora de esporas, que 

crecen mejor bajo condiciones microaerofílicas (Aguirre y Collins, 1993), se pueden 

Rango Nombre taxonómico 
Dominio Bacteria 

Filo Firmicutes 
Clase Bacilli 
Orden Lactobacillales 
Familia Lactobacillaceae 
Género Limosilactobacillus 

Especies 

Limosilactobacillus agrestis    
Limosilactobacillus albertensis    

Limosilactobacillus alvi    
Limosilactobacillus antri 

Limosilactobacillus balticus    
Limosilactobacillus caviae    

Limosilactobacillus coleohominis    
Limosilactobacillus equigenerosi    
Limosilactobacillus fastidiosus    
Limosilactobacillus fermentum    
 Limosilactobacillus frumenti      
Limosilactobacillus gastricus    
Limosilactobacillus gorillae 
Limosilactobacillus ingluviei    
Limosilactobacillus mucosae    

Limosilactobacillus oris    
Limosilactobacillus panis    
Limosilactobacillus pontis    

Limosilactobacillus portuensis    
Limosilactobacillus reuteri      
Limosilactobacillus rudii    

Limosilactobacillus secaliphilus    
Limosilactobacillus urinaemulieris    

Limosilactobacillus vaginalis    
Limosilactobacillus timonensis    

Limosilactobacillus sin clasificar    
Limosilactobacillus sp.    
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encontrar en el aparato gastrointestinal de mamíferos y aves, en alimentos de origen 

vegetal y animal (Callon et al., 2004). 

Las colonias de Lactobacillus en medio de cultivo pueden variar desde colonias 

grisáceas, blancas pequeñas a medianas, mucoides o no mucoides (Ross et al., 2005). 

La temperatura óptima de crecimiento se encuentra entre 30 - 40 °C (Morishita et al., 

1981). 

Limosilactobacillus fermentum antes denominado Lactobacillus fermentum es 

un microorganismo heterofermentativo, mesófilo con temperatura óptima de 

crecimiento de 37 ºC, anaerobio facultativo, con tamaño de genoma de 2,10 Mpb, con 

1,843 proteínas (Morita et al., 2008).  

 

3.1.4. Importancia de las bacterias ácido lácticas  
 
 Las BAL son de gran importancia en la industria por sus diversas aplicaciones: 

en alimentaria debido a su uso en la elaboración de alimentos fermentados, en la 

industria farmacéutica y son utilizadas también para la producción de metabolitos de 

interés, por ejemplo: péptidos, proteínas, enzimas, vacunas entre otras.  

 Se destaca su valor como conservador debido al efecto antimicrobiano primario 

de las bacterias lácticas por la competencia de los nutrientes del sustrato, y a la 

formación de ácidos orgánicos (ácido láctico, ácido acético, ácido propiónico, ácido 

isobutírico), con el consiguiente descenso del pH (Cintas et al., 2000). Asimismo, a la 

producción de metabolitos como el etanol, CO2, H2O2, diacetilo, acetaldehído, 

isómeros de los aminoácidos, reuterina y otros compuestos no proteicos de bajo peso 

molecular y por compuestos proteicos de síntesis ribosomal como bacteriocinas y 

enzimas como las PGH estudiadas en esta investigación. 

Las bacterias en estudio han sido reportadas en la producción de metabolitos 

con actividad antimicrobiana como las bacteriocinas y enzimas con dicha actividad. 
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3.1.5. Metabolitos antimicrobianos de bacterias ácido lácticas 
 

Además de su función tecnológica las BAL tienen la capacidad de inhibir el 

crecimiento de ciertos microorganismos alterantes y/o perjudiciales en los alimentos o 

incluso dentro la comunidad. Las BAL tienen un efecto antimicrobiano primario esto se 

debe a la competencia por el sustrato y a la producción de ácidos orgánicos, así como: 

etanol, CO2, H2O2, diacetilo, acetaldehído y otros metabolitos del oxígeno, también por 

compuestos proteicos de síntesis ribosomal como bacteriocinas y enzimas como las 

PGH (Cintas et al., 2000). 

La reserva los ácidos orgánicos principalmente el ácido láctico y acético reduce 

el pH del ambiente, esto ocasiona la inhibición de bacterias Gram-positivas y Gram-

negativas, tal es el caso de Limosilactobacillus fermentum (QDC32) Lacticaseibacillus 

casei (QDC31), que presentan un efecto inhibitorio frente a Salmonella typhimurium, 

este efecto se le atribuye a la penetración del ácido láctico de forma no disociada en 

la membrana celular, un pH mas alto en el interior celular suscita la disociación, dando 

lugar a la liberación de H+ y el anión correspondiente; de modo que, ambos iones 

interfieren en el metabolismo e inhiben el crecimiento celular (Requena, 1995; Urrego 

et al., 2005). Uno de los productos finales de la fermentación heterofermentativa es el 

CO2 y en ocasiones se obtiene por descarboxilación de aminoácidos, este producto 

promueve un ambiente anaerobio, reduce el pH y ayuda a destruir la integridad de la 

pared celular (Ouwehand, 1998). Otro producto de la fermentación en este caso del 

citrato es el diacetilo, se ha mostrado la actividad antimicrobiana a nivel de 200 μg/ml 

para levaduras y bacterias Gram negativas y a 300 μg/ml para bacterias Gram 

positivas no lácticas (Axelsson, 2000; Ouwehand, 1998). Asimismo, pueden producir 

peróxido de hidrógeno cuando el oxigeno está presente, produciendo peroxidación a 

los lípidos de la membrana por los radicales hidroxi y una consecuente susceptibilidad 

de la célula (Ouwehand, 1998).  
Dentro de los compuestos proteicos de síntesis ribosomal se encuentran las 

bacteriocinas las cuales son péptidos, que se excretan al medio extracelular y que, en 

algunos casos, poseen un amplio espectro de acción y actividad contra bacterias 

patógenas tales como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus 
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cereus, Clostridium botulinum y Salmonella (Yang et al., 2012; Benmechernene et al., 

2013). Las principales sustancias producidas por BAL que presentan actividad 

antimicrobiana, las cuales se enlistan en la tabla 2.3. 

Además, de la actividad antimicrobiana destacan péptidos con actividad 

inmunomodulante (LeBlanc et al., 2002), anticancerígena (De Moreno de LeBlanc et 

al., 2005), hipocolesterolémicos (Kawase et al., 2000), antimicrobiana (Lorenzen y 

Meisel, 2005), (Hernández et al., 2005), acarreadora de minerales (Lorenzen y Meisel, 

2005), reguladora de actividad intestinal y del sistema nervioso (Rokka et al., 1997) y 

antioxidante (Hernández-Ledezma et al., 2005).  

 

TABLA 2. 3 Metabolitos con actividad antibacteriana producida por BAL. 

Metabolito Microorganismo productor Referencia 
Diacetilo La mayoría de las BAL Montville y Winkowski, 1997 

Reuterina L. reuteri 
L. coryniformis Magnusson y Schnürer, 2001 

BLIS: sustancias 
inhibitorias y 

similares a las 
bacteriocinas 

La mayoría de las BAL Montville y Winkowski, 1997 

Bacteriocinas La mayoría de las BAL Nes, et al., 1996 
Dipeptidos cíclicos: 

Ciclo-PhePro 
Ciclo-PheOHPro 

Ciclo-GlyLeu 

 
L. coryniformis 
L. plantarum 

L. pentosaceus 

Magnusson y Schnürer, 2001 
Stróm et al., 2002 

Hidroxiácidos 
3-hidroxi-

tetradecanoico 
3-hidroxi-decanoico 

3-hidroxi-5-cis-
dodecanoico 

3-hidroxidecanoico 

L. plantarum Magnusson, J et al., 2003 

Péptidos bioactivos La mayoría de las BAL Visser, S. et al., 1986. 

PGH La mayoría de las BAL 

Fedorov et al., 2003 
Cibik y Chapot-Chartier, 2004 
Lortal y Chapot-Chartier, 2005 

Turner et al., 2007 
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Desde el punto de vista molecular, los antimicrobianos ejercen su acción en 

algunas de las siguientes estructuras o funciones bacterianas: inhibiendo la síntesis 

de la pared bacteriana, alterando la integridad de la membrana citoplasma, impidiendo 

la síntesis proteica o bloqueando la síntesis o las funciones de ácidos nucleicos (Calvo 

y Martínez-Martínez, 2006). 

 

3.2. Peptidoglucano de paredes celulares en bacterias 
 

La pared celular bacteriana debe su resistencia a una capa compuesta de 

peptidoglucano, también llamado mureína o mucopéptidos que es un polímero 

complejo compuesto por una estructura básica, moléculas alternadas de N-acetil 

glucosamina y de ácido N-acetilmurámico y un grupo idéntico de enlaces peptídicos 

cruzados (Figura 2.3). La estructura básica es la misma en todas las especies 

bacterianas; las cadenas tetrapeptídicas laterales y los enlaces peptídicos varían de 

una especie a otra (Brooks et al., 2006). 

Las cadenas laterales tetrapeptídicas de todas las especies tienen ciertas 

características importantes en común. La mayor parte tiene L-alanina en la primera 

posición (unida al ácido N-acetilmurámico), D-glutamato o la sustitución de d-glutamato 

en la posición 2 y D-alanina en la posición 4. La tercera posición es la más variable: la 

mayor parte de las bacterias Gram negativas tienen ácido diaminopimélico u otro 

aminoácido en dicha posición (Brooks et al., 2006). 

El ácido diaminopimélico es un elemento singular en las paredes celulares 

bacterianas; es el precursor inmediato de la glicina en la biosíntesis bacteriana de 

dicho aminoácido. El hecho de que las cadenas de peptidoglucanos tengan enlaces 

cruzados significa que cada capa de peptidoglucanos tiene una sola molécula gigante. 

En una bacteria Gram positiva hay hasta 40 hojas de peptidoglucano, lo que constituye 

hasta 50 % del material de la pared celular; en las bacterias Gram-negativas parece 

haber sólo una o dos hojas, lo que constituye 5 a 10 % del material de la pared. La 

bacteria adquiere su forma, que es característica para cada especie en particular, por 

la estructura de su pared celular (Brooks et al., 2006). 
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FIGURA 2.3 Estructura de peptidoglucano de bacterias Gram positivas.   

(Modificado de Layec et al.,2008) 

 

 

Las enzimas involucradas en la degradación de peptidoglucano son las PGH, las 

cuales intervienen en la inserción de nuevos monómeros, remodelación y recambio de 

peptidoglucano (Murray et al., 2006, Tsuyoshi y Thomas, 2011).  

 

3.3. Hidrolasas de peptidoglucano 
 

Las enzimas con actividad lítica como agente antibacteriano se han utilizado en 

la industria de los alimentos, debido a las ventajas que le brindan al producto y al 

consumidor; dentro de las ventajas se encuentran la eliminación de las bacterias, el 

biocontrol de estas y el tratamiento de enfermedades infecciosas provocadas por estos 

microorganismos. Diversos autores reportan que las BAL son una fuente importante 
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de la producción de PGH, los géneros más reportados son Pediococcus y Lactobacillus 

(Turner et al., 2007). 

Las PGH son enzimas involucradas en diversas funciones celulares que 

requieren de la pared celular; por ejemplo durante el crecimiento, la división celular, la 

regulación del crecimiento de la pared celular, el intercambio de unidades de 

peptidoglucano durante el crecimiento, la separación de las células hijas durante la 

división, formación de flagelos (en algunos casos) y la autolisis, que generalmente se 

induce en condiciones adversas como la falta de nutrientes (Lortal y Chapot-Chartier, 

2005; Vollmer et al., 1997). Esta regulación la realizan las PGH mediante la hidrólisis 

de enlaces covalentes del PG, están ubicadas en la pared celular y actúan 

específicamente sobre la base de su sitio de incisión en el PG.  

Las PGH caracterizadas tienen una organización estructural modular con dos 

dominios: un dominio catalítico qué contiene el sitio activo de la enzima y un dominio 

de unión a la pared celular (Turner et al., 2004; Lortal y Chapot-Chartier, 2005). 

 

3.3.1.  Clasificación de las hidrolasas de peptidoglucano 
 

 La clasificación de las PGH depende del tipo de enlace que hidrolicen en el PG, 

como se muestra en la figura 2.4; las N-acetilglucosaminasas hidrolizan el enlace β-

1,4 de la cadena de glucanos, dejando un extremo N-acetilglucosamina reductor. Las 

N-acetilmuramidasas hidrolizan el enlace β-1,4 de la cadena de glucanos, dejando un 

extremo ácido N-acetilmurámico reductor libre, también denominadas lisozimas; si 

forman un anillo 1,6-anhidro en el N-acetilmurámico son llamadas transglicosilasas 

líticas. Las N-acetilmuramoil-L-alanina amidasas, rompen el enlace amida entre el N- 

acetilmurámico y la L-alanina del péptido. Las peptidasas son capaces de hidrolizar el 

último aminoácido del extremo carboxilo de los péptidos también denominadas 

carboxipeptidasas o de romper completamente los puentes formados por los péptidos 

y se le denominan endopeptidasas (Layec, et al., 2008; Vollmer et al., 2008). 
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FIGURA 2. 4 Clasificación de las hidrolasas de peptidoglucano de acuerdo con 

su especificidad 
(Modificado de Layec et al.,2008) 

 
 

 

3.3.2. Dominios catalíticos de hidrolasas de peptidoglucano 
 

La especificidad de las PGH depende de su dominio catalítico, en la mayoría de 

los casos se componen de dos dominios: un dominio catalítico que contiene el sitio 

activo de la enzima y un dominio de unión a la pared celular compuesto por varias 

repeticiones de aminoácidos (Díaz et al., 1991; Joris et al., 1992; Layec et al., 2008). 

Como se menciono anteriormente la BAL pertenecen al filo Firmicutes, el cual 

se caracteriza por la amplia expresión de PGH, se han descrito 14 dominios catalíticos 

y 27 dominios de asociación de superficie (Finn et al., 2006). 
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3.3.3.  Dominios catalíticos 
 

Los dominios catalíticos están especializados en la escisión de un enlace 

peptidoglucano específico, se han descrito 14 dominios catalíticos los cuales se 

enlistan en la tabla 4. Las PGH están compuestas de un solo dominio catalítico, sin 

embargo, se han estudiado enzimas que muestran múltiples dominios catalíticos 

distintos o idénticos asociados con uno o más sustratos/dominios de unión, por 

ejemplo, la principal PGH de S. aureus una autolisina bifuncional denominada Atl 

(Oshida et al., 1995). Atl se produce inicialmente como una proteína de 138 kDa con 

un dominio amidasa y un dominio glucosaminidasa después de un procesamiento 

proteolítico genera dos PGH principales: una N-acetilmuramil-L-alanina amidasa de 62 

kDa y una N-acetilglucosaminidasa de 51 kDa conferidos por glucosaminidasa y 

amidasa_2 (Oshida et al., 1995; Komatsuzawa et al., 1997). 

 

 

TABLA 2. 4 Dominios catalíticos de las hidrolasas de peptidoglucano 

N-
acetilmuramoil- 
L-alanina 
amidasa 

Endopeptidasa Carboxipeptidas
a 

N-
acetilglucosami-
nidasa 

N-acetilmurami-
dasa 

Amidasa 2 
(PF01510) 
 
Amidasa 3 
(PF01520) 
 
Amidasa 5 
(PF05382) 
 
CHAP 
(PF05257) 

Peptidasa M23 
(PF01551) 
 
CHAP 
(PF05257) 

Peptidasa_S66 
(PF02016) 
 
VanY (PF02557) 
 
Peptidasa_S11 
(PF02113) 
 
Peptidasa_S13 
(PF00768) 

Glucosaminidas
a 
(PF01832) 

Glico_hidro_25 
(PF01183) 
 
SLT (PF01464) 
 
Transglicosilasa 
(PF06737) 

(Modificado de Layec et al.,2008) 

 

 

Lactococcus lactis tiene tres N-acetilglucosaminidasas conocidas (AcmA, AcmB 

y AcmC) y una hipotética (AcmD), dos de los cuales (AcmA y AcmD) tienen tres 
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dominios de peptidoglucano vinculante LysM (Huard et al., 2003; Huard et al., 2004) 

La presencia de tres dominios LysM ha demostrado ser óptimo para la actividad de 

AcmA porque las proteínas variantes con menos o más dominios LysM presentan 

menor actividad (Steen et al., 2005). 

El nivel de actividad de las enzimas hidrolíticas no solo resulta de la eficiencia 

de los dominios catalíticos, sino que también está controlado por los dominios de unión 

a la pared celular (Layec et al., 2008). 

 

3.3.4. Dominios de unión a la pared celular 
 

Los dominios de unión a la pared celular son de gran importancia para la 

eficiencia catalítica de las PGH. Una de sus principales funciones es la unión de las 

proteínas a la pared celular y la orientación de la enzima a su sitio de acción (Braun et 

al., 1997; Janecek et al., 2000). Su número puede ser esencial para la unión eficiente 

de las PGH a la pared celular. Por ejemplo, el número de copia del dominio de unión 

a colina (ChBD /CW_binding_1), LysM y SH3, ha demostrado ser importante para la 

alta eficiencia catalítica de las PGH: su inactividad conduce a una fuerte reducción 

(Eckert et al.,2006) o incluso deficiente actividad de las PGH (Sass y Bierbaum, 2007), 

la N-acetilmuramidasa LytC de S. pneumoniae contiene un dominio de unión a colina 

por el cual lleva a cabo su fijación al ácido teicoico de la pared celular, que es esencial 

para su actividad (Monterroso et al., 2005). Otro caso es el dominio G5, que induce la 

unión con N-acetilglucosamina, se encuentra en ciertas hidrolasas que son capaces 

de romper los oligosacáridos en su entorno para proporcionar fuentes de carbono 

(Clarke et al.,1995) o el dominio SH3 que se asocia con la supervivencia de los 

patógenos dentro de la célula invadida (Layec et al., 2008).  

En la tabla 5 se presentan 27 dominios de superficie que pueden encontrarse 

en bacterias como Pediococcus, Lactobacillus, Oenococcus, entre otras. 
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TABLA 2. 5 Dominios de unión a la pared celular de BAL 

(Modificado de Layec et al.,2008) 
Dominios de unión Sitios de unión Número de acceso 

XFAM 

Big_4 Variedad de proteínas de superficie 
bacteriana. PF07532 

CBM_5_12 Módulo de unión a carbohidratos (CBM) PF02839 

ChW Proteínas que contienen repeticiones de 
ChW (triptófano) PF07538 

Collagen Proteínas de repetición de triple hélice PF01391 

CpL_7 Las repeticiones CW_7 forman un motivo de 
unión a la pared celular 

 
PF08230 

Cu_amine_oxidN1 Oxidación de aminas primarias a aldehídos PF07833 

Cw_binding_1 Repeticiones en P15057 reconocimiento de 
las paredes celulares que contienen colina 

PF01473 
 

Cw_binding_2 SlpA y Cwp2 dominios para la unión de PSII, 
un componente de la pared celular PF04122 

DUF1142 
Proteínas de la cola del profago que 

probablemente actúan como 
endopeptidasas. 

PF06605 

DUF1958 Proteína 4 de unión a penicilina procariota. PF09211 
 

Erfk_YbiS_YhnG Proteína YkuD, ErfK / YbiS / YcfS / YnhG PF03734 

FG_GAP Repetición de FG-GAP extracelular que se 
encuentra en las integrinas alfa. PF01839 

GBS_Bsp_like Repetición similar a GBS Bsp, proteína del 
estreptococo del grupo B (GBS). PF08481 

G5 Dominio G5, proteínas extracelulares, 
proteínas del metabolismo del PG PF07501 

LysM Dominio LysM (motivo de lisina) degradación 
de la pared celular bacteriana.  PF01476 

PBP5_C 
Proteína 5 de unión a penicilina, dominio C-

terminal, D-alanil-D-alanina 
carboxipeptidasa.  

PF07943 

PG_bindling_1 Dominio de unión de peptidoglicano putativo, 
está compuesto por tres hélices alfa. PF01471 

fago bolin 
SPP1 fago holina, proteínas holinas de los 

bacteriófagos del grupo dsDNA 
Siphidoviridae  

PF04688 

SH3_2 Dominio variante SH3, proteína implicada en 
la transducción PF07653 

SH3_3 
Dominio SH3 bacteriano, proteínas 
bacterianas hipotéticas de función 

desconocida 
PF08239 

SH3_4 
Dominio SH3 bacteriano, proteínas 
bacterianas hipotéticas de función 

desconocida 
PF06347 
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SH3_5 
Dominio SH3 bacteriano, proteínas 
bacterianas hipotéticas de función 

desconocida 
PF08460 

SLpA 
Dominio de la proteína A de la capa 

superficial, 
proteínas de la superficie celular bacteriana 

PF03217 

SLH 
Polímeros piruvilados de pared celular: 

ácidos teicoicos, ácidos teicurónicos, ácidos 
lipoteicoicos o lipoglicanos. 

PF00395 

SPOR Dominios bacterianos SPOR se unen al 
peptidoglucano  PF05036 

TMP 
Repetición motivo WXXh donde X puede ser 

cualquier residuo y h es un residuo 
hidrófobo. 

PF05017 

YSIRK_signl Motivo SIRKxxxGxxS dominio 
transmembrana PF04650 

 

 

3.3.5. Hidrolasas de peptidoglucano de bacterias acido lácticas 
 

Diversos autores han reportado que las BAL son una fuente importante de 

producción de PGH y se pueden utilizar para controlar patógenos en la industria 

alimentaria y en los hospitales, por su actividad antimicrobiana. 

El género con más reportes de producción es: Lactobacillus (Cibik y Chapot-

Chartier, 2004; Turner et al., 2004; Yokoi et al., 2005; Donovan y Foster-Frey 2008). 

Además, se ha descubierto que una especie puede producir dos o hasta tres enzimas 

con actividad lítica (Baker et al., 2006).  

Los estudios de este tipo de enzimas inician con la lisozima la cual es una 

muramidasa (N-acetil muramidasa, E.C. 3.2.1.17), descubierta en por Alexander 

Fleming, catalogada como aditivo de uso alimentario, con peso molecular de 14.307 

kDa y está compuesta por una secuencia de 129 residuos de aminoácidos, con un 

punto isoeléctrico (pI) de 10.7; previene el crecimiento de Oenococcus oeni, 

Clostridium tyrobutyricum, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis, 

(Jollés y Jollés, 1984).  

En Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides aislado de productos 

lácteos se expresa una glucosidasa y una N-acetil-muramil-L-alanina amidasa con 

actividad lítica de 41 y 52 kDa según el análisis de especificidad (Cibik et al., 2001). 
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Se caracterizó una PGH producida principalmente durante el crecimiento 

vegetativo de Clostridium perfringens, denominada como ACP la cual tiene una 

estructura modular con tres dominios: un dominio de péptido señal, un dominio N-

terminal con secuencias repetidas y un dominio catalítico C-terminal con un peso 

molecular de 122.388 kDa con un pI de 8.79 (Camiade et al., 2009). 

Donovan y colaboradores 2006 estudiaron la endolisina del bacteriófago B30 de 

Streptococcus agalactiae, con actividad lítica contra los tres principales patógenos 

causantes de mastitis del ganado lechero, es decir, Streptococcus agalactiae, 

Streptococcus uberis y Staphylococcus aureus (Baker et al., 2006; Pritchard et al., 

2006; Donovan et al., 2006). 

Lactobacillus gasseri JCM11 31 (Lactobacillus acidophilus) presenta dos 

proteínas extracelulares de 55 y 35 kDa con actividad autolitica (por análisis de 

zimograma), el pH optimo para la lisis fue en un rango de 6.0 a 7.0 (Yokoi et al., 2004). 

En 2005 reportan la actividad de PGH producidas por Lactococcus lactis, 

Streptococcus thermophilus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. 

lactis, Lactobacillus acidophilus, Leuconostoc citreum y Lacticaseibacillus casei con 

pesos moleculares de 18-55 kDa (Lortal y Chapot-Chartier, 2005). 

Se han identificado en Enterococcus hirae ATCC9790 dos PGH con actividad 

muramidasa; una de ellas, denominada SF muramidasa, que ha demostrado ser una 

exoenzima que degrada progresivamente hebras de glucanos de su extremo GlcNAc 

y la pesticina que es una endo N-acetilmuramidasa (Vollmer et al., 2008).  

En Staphylococcus Lugdunensis se identifico una PGH (ALT) con actividades 

de N-acetilglucosaminidasa y N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa con un peo 

molecular de 140.69 kDa siendo la principal autolisina de Staphylococcus aureus y 

Staphylococcus epidermidis (Bourgeois et al., 2007). 

En 2013 García-Cano y colaboradores reportan PGHs aisladas de Pediococcus 

acidilactici ATCC 8042 con actividad lítica contra Staphylococcus aureus con pesos 

moleculares de 110 y 99 kDa en zimogramas con sustrato M. lysodeikticus ATCC 4698 

(García-Cano et al., 2013), asimismo, se reportó una PGH de Enterococcus faecalis 

(AtlD) con peso molecular de 62 kDa con actividad antibacteriana contra Listeria 
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monocytogenes, Staphylococcus aureus y cepas de Enterococos de origen clínico 

(Serrano-Maldonado et al., 2018). 

Para la metodología utilizada en este trabajo se basa en su mayoría en Cibik y 

Chapot-Chartier que evaluaron PGH de Lactobacillus pentosus donde identificaron 

PGH en las proteínas de membrana en la fase estacionaria del crecimiento (16 h); con 

actividad lítica a los 31, 58 y 112 kDa, en proteínas del citosol presentó actividad a los 

31 kDa; en el extracto crudo actividad a los 31, 43, 58, 77, 95 y 112-kDa por lo que se 

planteo utilizar esta metodología para conocer donde se encuentra la PGH (Cibik y 

Chapot-Chartier, 2004). 

 

3.3.6. Hidrolasas de peptidoglucano recombinantes 
 

Se han aislado PGH recombinantes para evaluar su expresión, actividad; así 

como para caracterizar sus propiedades físicoquímicas, bioquímicas, de reacción y de 

especificidad, a continuación, se mencionan algunos casos de BAL. 

La clonación de Lactobacillus gasseri JCM11 31 T se realizó en el sistema de 

E. coli XL1-Blue utilizando el vector plásmido pUC118, produjo dos plásmidos 

recombinantes, holgaY y lysgaY. LysgaY codificó una proteína de 310 aminoácidos, 

cuyo peso molecular se calculó en 33.7 kDa y un pI 8.75; holgaY codificó una proteína 

de 143 aminoácidos con masa molecular calculada y pI de 15.7 kDa y 9.25, la 

secuenciación reveló una homología significativa con muramidasas putativas del fago 

Lactobacillus Badh, Lj965, Lj928, LL-H, mv4 y mv1 (Yokoi et al., 2005).  

Se caracterizó por primera vez la proteína AtlL de Staphylococcus lugdunensis; 

se clonó, el gen AtlL que codifica una proteína bifuncional con actividad litica N-

acetilmuramoil- L- alanina amidasa y N-acetilglucosaminidasa sobre el peptidoglucano 

se realizo en el sistema de expresión pBAD / His B (Invitrogen) se utilizó para subclonar 

y expresar los fragmentos del gen en E. coli TOP10 (Invitrogen). El gen atlL codificó 

una proteína de 1279 aminoácidos con una masa molecular calculada de 140.69 kDa 

(Bourgeois et al., 2008). 

Se utilizo el sistema pET (pET System, Novagen) y la cepa Escherichia coli 

BL21(DE3) para la clonación y expresión de la PGH bifuncional de 99 kDa de 
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Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en Escherichia coli (García-Cano et al., 2015). La 

lisina CHAP k del bacteriófago K, se expresó de forma heterologa en Escherichia 

coli BL21 (DE3) utilizando el vector pET28a, el gen codificó una proteína con una masa 

molecular calculada de 19.701 kDa, con una pureza del 95% (Shan et al., 2020). 

 

3.3.7. Aplicaciones de hidrolasas de peptidoglucano 
 

Se ha descrito concisamente el mecanismo de estas enzimas principalmente en 

la más estudiada que es la lisozima esta enzima utiliza su mecanismo de acción frente 

a bacterias Gram positivas destruyendo las paredes celulares por hidrolisis del enlace 

β 1-4 entre el ácido N-acetil-murámico y N-acetilglucosamina del peptidoglucano, 

debilitando así la pared celular y la consecuente lisis celular. 

En la industria alimentaria se utiliza la lisozima en alimentos como carnes, embutidos, 

pescado, verduras, frutas, vino y leche en polvo, también es utilizada en cosméticos y 

en la industria farmacéutica (Maidment, 2009; Nakimbugwe et al., 2006). 

La lisozima de huevo está catalogada como aditivo de uso alimentario con el 

código E-1105, ha sido utilizada como preservador por contacto de la superficie del 

alimento como vegetales frescos, pescado, carne, frutas, langostinos y otros alimentos 

(Mine et al., 2004). 

La lisostafina es una enzima producida por Staphylococcus simulans la cual 

tiene un efecto bactericida sobre S. aureus y esta le confiere aplicaciones en alimentos, 

en medicina veterinaria y humana (Fedorov et al., 2003; Szweda et al., 2012; Turner 

et al., 2007). 

 

3.3.8. Hidrolasas de peptidoglucano con actividad antimicrobiana. 
 

La resistencia de antibióticos representa una amenaza para la salud, la seguridad 

alimentaria y el desarrollo, el uso de algunas enzimas con actividad lítica como agentes 

antimicrobianos se ha incrementado en la industria de los alimentos (Donovan et al., 

2006; García et al., 2010). En la tabla se enlistan algunas PGH que han mostrado 

actividad frente a microorganismos resistentes.  
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TABLA 2. 6 PGH con actividad antimicrobiana 

PGH Microorganism
o aislado Microorganismo inhibido Referencia 

Lisostafina Staphylococcus 
simulans 

Staphylococcus aureus y 
Staphylococcus aureus resistente 

a meticilina (MRSA) 

Fedorov et al., 
2003 

HolgaY y 
lysgaY 

Lactobacillus 
gasseri JCM 

1130 

Lactobacillus gasseri, 
Streptococcus cremoris y 

Lactococcus lactis 
Yokoi et al., 2004 

N-acetil-
muramidasa 

Bacteriófago 
B30 

Streptococcus agalactiae, 
Streptococcus uberis y 
Staphylococcus aureus 

Baker et al., 2006 

AtlL 
Staphylococcus 

lugdunensis 
ATCC 43809 

Micrococcus lysodeikticus, 
Bacillus subtilis y Staphylococcus 

lugdunensis 

Bourgeois et al., 
2008 

Endolisina Profago 
LambdaSa2 

Streptococcus pyogenes, 
Streptococcus dysgalactiae, 

Streptococcus uberis, 
Streptococcus equi 

Donovan et al., 
2006 

Acp Clostridium 
perfringens 

Micrococcus lysodeikticus ATCC 
4698, Bacillus subtilis, Clostridium 
difficile y Clostridium perfringens 

Camiade et al., 
2010 

N-
acetilglucosam

idasa 

Pediococcus 
acidilactici 

99 kDa 

Streptococcus pyogenes, 
Enterococcus faecium, 

Lactobacillus paracasei, Listeria 
monocytogenes, Pediococcus 

acidilactici ATCC 8042, 
Enterococcus faecalis y 

Staphylococcus aureus ATCC 
6538 

García-Cano et 
al., 2013 

AtlD Enterococcus 
faecalis 

Enterococcus faecium, Listeria 
monocytogenes, Enterococcus 

faecalis, 
Micrococcus lysodeikticus ATCC 

4698, 
Enterococcus faecium, 

Enterococcus faecalis ATCC, 
Enterococcus faecalis, 

Listeria innocua, Staphylococcus 
aureus ATCC 6538 

Serrano-
Maldonado et al., 

2018 
 

PGH1 105,5 
KDa y PGH2 

30,9 KDa 
 

Pediococcus 
acidilactici 
NCDC 25 

Micrococcus lysodeikticus, 
Pediococcus acidilactici, 

Bacillus cereus, Staphylococcus 
albus y Escherichia coli 

Gandhi et al., 
2020 
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3.4. Antecedentes del grupo de investigación 
 

Las BAL utilizadas en este trabajo ha sido estudiadas por el grupo de investigación 

del laboratorio de Microbiología de la UNIDA del Instituto Tecnológico de Veracruz, En 

particular Pediococcus acidilactici ITV-26 se aisló de muestras de heces de neonato 

lactante sano, identificada bioquímicamente por la galería API 50 CHL con un 98 % de 

identidad (I.D.) y su caracterización molecular se realizó en el Instituto de Fijación de 

Nitrógeno de la UNAM, se han realizado estudios de la producción de la bacteriocina 

en diferentes condiciones se ha observado que se produce de forma extracelular 

durante el crecimiento en fase logarítmica tardía y se acumula en la fase estacionaria 

(López del Castillo, 1998, Calderón-Santoyo et al., 2001). 

Limosilactobacillus fermentum SP-23 fue aislado de quesos frescos elaborados 

artesanalmente a partir de leche bronca en el municipio de la Joya, Veracruz, 

identificado bioquímicamente por la galería API 50 CHL y su caracterización molecular 

se realizó en el Instituto de Productos Lácteos de Asturias (IPLA) (Portilla-Vázquez et 

al., 2016). 

 

3.5. Síntesis de antecedentes 
 

Se han realizado estudios de PGH de bacterias Gram positivas de los géneros 

Sthaphylococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Lacticaseibacillus, 

Streptococcus, Pediococcus, entre otros. Las PGH se identificaron mediante 

zimogramas utilizando como sustrato Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698, 

mostrando actividad lítica in situ, donde se ha reportado que tienen actividad 

antimicrobiana frente a bacterias de importancia en salud pública. Sin embargo, no se 

han realizado estudios de PGH de los microorganismos utilizados en el presente 

estudio, Limosilactobacillus fermentum SP-23 y Pediococcus acidilactici ITV-26 

productor de bacteriocinas.  
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4. HIPÓTESIS 

 
Las cepas Pediococcus acidilactici ITV-26 y Limosilactobacillus fermentum SP-23 

producen al menos una PGH. 

 

 

5. OBJETIVOS 

 
Objetivo General 

• Identificar las hidrolasas de peptidoglucano producidas por Pediococcus 

acidilactici ITV-26 y Limosilactobacillus fermentum SP-23 aisladas 

respectivamente de heces de neonato y quesos frescos artesanales. 

 

Objetivos Específicos 
§ Estudiar la producción de PGH extracelulares, adheridas a membrana y en 

citosol producidas por Pediococcus y Limosilactobacillus. 

§ Identificar las PGH de Pediococcus y Limosilactobacillus. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

En la Figura 5.1 se muestra un diagrama general de la metodología empleada en 

el presente trabajo. 

 

FIGURA 5.1 Diagrama general de la metodología 
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6.1. Material biológico  
 

Las cepas para este trabajo se muestran en la tabla 5.1, las cuales fueron 

aisladas de heces de neonato lactante sano (López del Castillo, 1998) y de quesos 

frescos artesanales de la Joya, Ver (Portilla-Vázquez et al. 2016) e identificadas en el 

laboratorio de Microbiología, perteneciente a la Unidad de Investigación y Desarrollo 

de Alimentos (UNIDA) del Instituto Tecnológico de Veracruz (ITVer) y por el Instituto 

de Productos Lácteos de Asturias (IPLA), la cepa utilizada como sustrato para los 

zimogramas es una cepa de colección proporcionada por la Facultad de Química 

UNAM. 

 

TABLA 5.1 Identidad de los microorganismos en estudio. 

BAL CEPARIO/PROCEDENCIA CLAVE 
Pediococcus acidilactici UNIDA Microbiología ITVer ITV-26 

Limosilactobacillus fermentum UNIDA Microbiología ITVer SP-23 

Micrococcus lysodeikticus 

ATCC 4698 
Facultad de Química UNAM Ml-4698 

 
 

6.2. Crecimiento de cepas 
 

Las cepas Pediococcus acidilactici ITV-26 y Limosilactobacillus fermentum SP-

23, fueron preservadas en caldo MRS (Man, Rogosa y Sharpe) (Apéndice A) con 40 

% (v/v) de glicerol (1 ml) y conservadas a -70 °C en un ultracongelador (REVCO 

modelo ULT1386-5-A30), se reactivaron en 10 mL de caldo MRS (Man, Rogosa, 

Sharpe) con inoculo de 1 %, en una incubadora (Precision Scientific modelo 815) a 37 

°C por 18 horas y se resembraron a las 12 h, para posteriormente aislarlas en agar 

MRS (González Gómez, 2002).  
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6.3. Identificación fenotípica y genotípica de las BAL 
 

6.3.1. Identificación fenotípica 
 

La identificación fenotípica se compone de examen macroscópico, microscópico 

y bioquímico, el primero evalúa la morfología de las colonias para una identificación 

preliminar y para la diferenciación de los microorganismos.  

En un crecimiento en agar MRS con un inoculo al 1 % e incubado 24 h a 37 ºC, 

se examinó la morfología de las colonias como el tamaño, la forma, la consistencia y 

el color; consecutivamente se realizó el frotis bacteriano (Apéndice B) de una colonia 

y se realizó el examen microscópico. Se tiñó con colorante Gram (Apéndice C) y se 

observó en el microscopio de campo claro con objetivo 100x e inmersión en aceite 

observando la forma (cocos o bacilos), tamaño (cortos largos) y disposición. 

A partir de las colonias estudiadas se realizaron las pruebas bioquímicas 

mediante el sistema API 50 CHL (Apéndice D) lo cual permitió estudiar rápida y 

fácilmente 49 caracteres destinados a la identificación del género Lactobacillus y 

microorganismos próximos. La batería consta de cúpulas que contienen los medios 

necesarios para que la BAL metabolice alguno de los componentes y podamos ver a 

simple vista una reacción química. 

El llenado de los microtubos con el medio 50CHL (Apéndice D), la adición del 

inóculo, la incubación, la lectura e interpretación de las pruebas se realizó de acuerdo 

con la metodología descrita en la ficha técnica del sistema API 50CHL de Biomerieux. 

La interpretación de estas reacciones se realiza con la ayuda de la tabla de 

identificación, y el reconocimiento se consigue mediante un software de identificación 

apiwebTM API 50CHL V5.1.  

 

6.3.2. Identificación genotípica 

6.3.2.1. Extracción de ADN 
Para la identificación genotípica se realizó una extracción de DNA con fenol-

acetato de sodio (López-Zamudio, 2020) (Apéndice F), la concentración (ng/µL) de 

ADN extraído se estimó espectrofotométricamente en un equipo NANODROP 2000 de 
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la marca Termo Scientific mediante su absorbancia a 205 nm y por electroforesis con 

gel de agarosa en el cual se observó la integridad del ADN extraído. 

 

6.3.2.2. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 

El ADN extraído se amplificó por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en 

un volumen de reacción de 25 µl, utilizando los cebadores AAGGAGGTGATCCAGCC 

y AGAGTTTGATCCTGGCTCAG para la amplificación del gen 16S descritos por 

Weisburg et al., 1991. Se utilizó un termociclador (Lan Cycler Genius) con el siguiente 

perfil: desnaturalización inicial a 95 °C por 3 min, seguido de 34 ciclos de: 

desnaturalización a 95 °C por 30 seg, hibridación a 50 °C por 30 seg y extensión 72 

°C por 1 min, con una extensión final después del último ciclo a 72 °C por 5 min. Para 

la detección del producto se analizó por electroforesis en gel de agarosa al 1 %, la 

visualización de la amplificación se realizó mediante luz ultravioleta. 

 

6.3.2.3. Purificación y secuenciación de amplicón 
 

Las muestras obtenidas fueron purificadas de acuerdo con las instrucciones del 

proveedor con los kits comerciales Zymoclean gel DNA recovery kit (zymoresearch) y 

purelink quick gel extraction and PCR purification combo kit (Invitrogen), 

posteriormente fueron enviadas para su secuenciación al Instituto de Biotecnología de 

la UNAM el cual utiliza el método de Sanger. 

Una vez obtenidos los cromatogramas, se obtuvo la secuencia y se analizó con 

el programa Chromas 2.6.4. Las secuencias fueron posteriormente alineadas contra la 

base de datos del NCBI y contra las secuencias obtenidas de las bases de datos de 

los genomas. (National Center for Biotechnology Information 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
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6.4. Curva de crecimiento bacteriano  
 

Para determinar la curva de crecimiento de las cepas, se inocularon 5 ml de caldo 

MRS con un inóculo con concentración 1x107 UFC/mL, en tubos de ensayo 16x150 

con rosca. Los tubos se incubaron 18 horas en estufa de cultivo (Precision Scientific 

modelo 815) a 37 °C. Se resembraron 800 mL de caldo MRS en matraces Erlenmeyer 

de 1000 ml con 8 mL de inóculo con concentración 1x107 UFC/mL. Se incubó el cultivo 

en estufa a 37 °C 24 h. Se tomaron 40 mL de medio cada 2 horas y se midió el pH 

(potenciómetro jenco 6173R), la D.O.600 nm (Microplate reader Benchmark BioRad) y 

se extrajeron proteínas extracelulares, de membrana y citosol. 

 

6.4.1. Determinación de la fase de crecimiento con mayor actividad 
enzimática  

 
A) Proteínas extracelulares 

A partir de las cinéticas se obtuvieron las fracciones las cuales se centrifugaron 

a 3,000 x g (Centrifuga 5810 R Eppendorf Rotor F-34-6-38) durante 20 min a 4 °C, el 

sobrenadante obtenido se concentró en tubos Amicon® Ultra-15 Millipore con una 

membrana de tamaño de corte de 10 kDa, el sobrenadante contenía las proteínas 

extracelulares, el paquete celular se lavó dos veces con un buffer 50 mM Tris-HCl, pH 

8 (Mora et al., 2003). 

 

B) Proteínas de citosol 
El paquete celular se ajustó con buffer 50 mM Tris-HCl, pH 8 a una D.O.600 nm 

de 1.5-2.0, se sonicó (sonicador VCX 130 PB) a una amplitud de 30 Hz con 10 ciclos 

de 20 s a 4° C, se centrifugó 10,000 x g (Centrifuga HERMLE Z 216 MK) durante 20 

min a 4 °C, el sobrenadante que contiene la fracción soluble con las proteínas de 

citosol, se colectó (Cibik y Chapot Chartier, 2004). 
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C) Proteínas adheridas a membrana 
El botón residual de las muestras se resuspendió en 10 mM Tris-HCl, pH 8, 10 

mM EDTA, 10 mM NaCl y 2 % SDS, se ajustó a una D. O.600 nm de 1.5-2.0, se agitó y 

se colocó en baño maría 80 °C por 5 min (Eppendorf Thermomixer Comfort 5355) 

posteriormente, se enfrió a temperatura ambiente, se centrifugó 10,000 x g (Centrifuga 

HERMLE Z 216 MK) durante 20 min a 4 °C, el sobrenadante contenía las proteínas 

adheridas a membrana. 

Todas las muestras fueron liofilizadas (Liofilizador FreeZone 4.5 LABCONCO) 

(Apéndice H) y preservadas a -70 °C en un ultracongelador (REVCO modelo ULT1386-

5-A30) hasta su posterior utilización (Cibik y Chapot Chartier, 2004). 

 

6.5. Actividad enzimática 
 

6.5.1. Actividad de PGH utilizando 4-nitrofenil N-acetil-β-D-glucosaminida 
 

La actividad de PGH fue determinada utilizando el sustrato el 4-nitrofenil N-acetil-

β-D-glucosaminida (4NAG) (sigma-Aldrich), en microplaca de 96 pozos (Microtest 

Plate 96 Well SARSTEDT). Se colocaron 10 μl de 4NAG de 1 mg/ml, 10 μl del extracto 

proteico y 80 μl de citrato de sodio pH 4.8 (J.T. BAKER), se utilizó como testigo positivo 

a la β-N-glucosaminidasa (Canavalia ensiformis, Sigma-Aldrich) en una concentración 

de 10 μg/ml y como negativo la lisozima (Bio-tech) en una concentración de 10 μg/ml. 

Se incubaron a 37 ºC durante 10 min, posteriormente se agregaron 100 μl carbonato 

de sodio 140 mM (J.T. BAKER) para detener la reacción e incrementar el color. Se 

midió la absorbancia a 405 nm en un lector de microplacas (Microplate reader 

Benchmark BioRad). Se realizó una curva estándar de 4-nitrofenol (4-NP). Una unidad 

se define como: 1 μmol de 4-nitrofenol liberado en 1 min a 37 ºC (García-Cano et al., 

2013). 
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6.6. Identificación de proteínas 
 

6.6.1. Electroforesis SDS-PAGE y zimogramas 
 

El peso molecular de las proteínas se determinó por electroforesis en geles de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 10 %, se tomaron 20 

μl de muestra y se adicionaron 10 μl de amortiguador de carga, se corrió a 80 voltios 

por 90 min en una cámara vertical Mini Protean III (Bio-Rad) con una fuente de poder 

(Power Pac 200 BioRad) con el amortiguador catodo y anodo. Posteriormente se lavó 

el gel con agua destilada durante 30 min, se realizó la tinción con azul de Coomassie 

(Bio-Safe™ Coomassie Stain #1610786) durante 2 horas y se sometió a desteñir con 

una disolución de 10 % de metanol, 10 % de acido acético glacial y 80 % de agua 

destilada (Laemmli, 1920).  

Para realizar los zimogramas se prepararon geles SDS al 10 % de poliacrilamida 

copolimerizado con 0.2% de células liofilizadas de Micrococcus lysodeikticus ATCC 

4698 como sustrato, las células se resuspendieron con los reactivos necesarios para 

la elaboración del gel separador, se corrió a 80 voltios por 90 min en una cámara 

vertical Mini Protean III (Bio-Rad) con una fuente de poder (Power Pac 200 BioRad), 

el gel se lavó dos veces con agua destilada y se incubó a 37 °C con amortiguador de 

renaturalización (Tris-HCl 100 mM, pH 8.0 con Tritón X-100 1 % v/v) durante 16 horas 

en agitación (Enviviron-Shaker Lab-Line Orbit). La actividad se observó por la 

presencia de una banda clara o translúcida sobre un fondo opaco, para aumentar el 

contraste del gel se agregó 0.1 % KOH y 1 % de azul de metileno durante 30 minutos, 

se destiñó con agua destilada hasta observar la aparición de las bandas (Leclerc y 

Asselin, 1989). La observación de los geles y la obtención de las imágenes se hicieron 

en un fotodocumentador (Bio-Rad Gel DocTM XR+) utilizando el software Image LabTM. 
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6.6.2. Identificación de proteinas por cromatografía líquida acoplada a 
espectrometría de masas 

 
             Las bandas con actividad lítica de Pediococcus acidilactici ITV-26 se cortaron 

y se enviaron para su identificación al instituto de Ecología, A.C. (INECOL®) campus 

Xalapa, se analizaron por cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas 

(Thermo Scientific™ Orbitrap Fusion™ Tribrid™) esta técnica analítica combina la 

cromatografía de líquidos como técnica de separación y la espectrometría de masas 

como técnica de detección, identificación y cuantificación para compuestos proteicos.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1. Identificación fenotípica y genotípica de bacterias 
 

7.1.1. Identificación fenotípica de bacterias ácido lácticas. 
 

Las cepas Pediococcus acidilactici ITV-26 y Limosilactobacillus fermentum SP-

23 se confirmaron mediante pruebas bioquímicas API 50 CHL las cuales coinciden con 

lo reportado por Portilla-Vázquez et al., 2016 y López del Castillo, 1998 los cuales 

trabajaron con estas cepas, en la figura 6.1 se muestran la identificación morfológica 

mediante examen macroscópico y microscópico.  

Limosilactobacillus fermentum SP-23 es una cepa que no se le han realizado 

estudios de actividad antimicrobiana, por lo que no se sabe si produce bacteriocinas, 

sin embargo, géneros de Lactobacillus han mostrado tener actividad lítica 

antimicrobiana producida por las PGH (Cibik y Chapot-Chartier, 2004; Lortal y Chapot-

Chartier, 2005). 

 

FIGURA 6.1 Identificación morfológica de BAL en estudio.  
En los paneles A y C se muestran los microorganismos en estudio en agar MRS en 

placa; en los paneles B y D se muestran las imágenes al microscopio de los 

microorganismos en estudio. 
 

 

A) 

 

B)  

 

C) 

             

D) 
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La figura 6.1 muestra la morfología de los microorganismos en estudio, en el 

caso de Pediococcus acidilactici ITV-26, en el panel A) se observa la placa con agar 

MRS, se muestran colonias blancas, redondas, lisas, con bordes regulares. En el panel 

B) se observa la imagen al microscopio de campo claro de células de la colonia de 

Pediococcus acidilactici ITV-26 teñida con Gram, objetivo 100x e inmersión en aceite, 

se muestran cocos Gram-positivo, los cuales se agrupan en pares o tétrada (Doi et al., 

2009), ambos resultados coinciden con López del Castillo, 1998, que observó colonias 

pequeñas blancas con tinción positiva al Gram, reacción de catalasa negativa, y 

morfología celular cocoide y con lo reportado en el Manual de Bacteriología 

Sistemática edición 2009 de Bergey's. En cuanto a Limosilactobacillus fermentum SP-

23, en el panel C) se observa en la placa de agar MRS colonias blancas, puntiformes, 

En el panel D) se observa la imagen al microscopio de campo claro de 

Limosilactobacillus fermentum SP-23 teñida con Gram, objetivo 100x e inmersión en 

aceite, se muestran bacilos cortos Gram positivos, lo cual coincide con lo reportado 

por Portilla-Vázquez et al., 2016 que observó colonias pequeñas de color blanquecino 

con bordes bien definidos. Las bacterias aisladas en función de su morfología 

correspondían a microorganismos de forma bacilar. 

El resultado bioquímico de los microorganismos estudiados fue de 94.1 % y 96.3 

% (Tabla 7.1), esto coincide con lo reportado por Portilla-Vázquez et al., 2016 y López 

del Castillo, 1998, los cuales identificaron los microorganismos para el estudio de 

bacteriocinas. 

 

7.1.2. Identificación genotípica de bacterias lácticas 
 

En la figura 6.2 se muestran las bandas resultantes de la extracción de DNA de 

Pediococcus acidilactici ITV-26 y Limosilactobacillus fermentum SP-23, en un gel de 

agarosa al 1 %. Como puede observarse se distinguen dos bandas de tamaño mayor 

a 10,000 pb, indicativo de la presencia del DNA genómico.  Ambas bandas se observan 

integras y puras, lo cual se confirmó según las relaciones de absorbancia 260/280, 

donde se encuentran en el rango 1.7 - 2.0. 
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 1 2 3  
 

 

 

FIGURA 6.1 DNA de microrganismo en estudio.  
Pediococcus acidilactici ITV-26 (carril 2) y Limosilactobacillus fermentum SP-23 

(carril 3) y marcador 1 kb (carril 1) en gel de agarosa al 1 %.  
 

 

Considerando que el DNA extraído es de buena calidad y con rendimiento 

adecuado, se realizó la amplificación del gen 16S por PCR. En la figura 6.3 se 

muestran las bandas intensas de los amplicones del gen 16S obtenidos con el tamaño 

teóricamente esperado de 1500 pb de acuerdo con el tamaño del gen 16S (Weisburg 

et al., 1991 (Apéndice I). Posteriormente se realizó la purificación del amplicón con el 

kit comercial. La secuenciación fue realizada en el Instituto de Biotecnología de la 

UNAM. 

 

 

 

>10,000 pb 
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 1 2 3  

 

 

 

FIGURA 6.2 Amplificación del gen 16S de los microorganismos en estudio.   
Amplicón del gen 16S de Pediococcus acidilactici ITV-26 (carril 2), Amplicón del gen 

16S de Limosilactobacillus fermentum SP-23 (carril 3) y marcador 1 kb (carril 1) en 

gel de agarosa al 1%. 

 

 

7.1.3. Análisis bioinformático 
 

El análisis de las secuencias se realizó por BLAST en el servidor del NCBI, 

indicando los porcentajes de identidad (ID) en la Tabla 6.2, la cual muestra más del 98 

% de similitud mostrando un valor E de 0; siendo más significativa la coincidencia con 

cepas de interés. Esto coincide con lo reportado por Portilla et al., 2016 y López del 

Castillo, 1998, por lo que se confirmó la identidad de las cepas en estudio tanto 

bioquímica como genotípicamente. 

 

1500 pb 
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TABLA 6.2 Identidad de los microorganismos en estudio. 

Identificación bioquímica Identificación molecular 
Microorganismo T % ID Microorganismo Valor E % ID 

Limosilactobacillus 

fermentum SP-23 
0.72 94.1 

Limosilactobacillus 

fermentum SP-23 
0.0 99.79  

Pediococcus 

acidilactici ITV-26 
0.75 96.3  

Pediococcus 

acidilactici ITV-26 
0.0 98.23  

 

 

Los alineamientos se realizaron mediante la plataforma virtual MultAlin con las 

secuencias del gen 16S de Limosilactobacillus fermentum aislados de quesos y 

Pediococcus acidilactici de heces reportadas en la literatura. La cepa ITV-26 aislada 

de heces de neonatos se alineó con cepas obtenidas de ensilaje y maíz fermentado 

(Figura 6.4 y 6.5), así como SP-23 aislada de quesos frescos se alineó con cepas 

aisladas de leche de ganado e intestino (Figura 6.6 y 6.7). Estos alineamentos se 

señalan con un recuadro las bases nitrogenadas que no coinciden de las secuencias 

reportadas en el NCBI ya que provienen de otras fuentes, sin embargo, el porcentaje 

aproximado es < 2 %.  
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FIGURA 6.3 Alineamiento del gen 16S de Pediococcus acidilactici (ensilaje). 

Se alineó Pediococcus acidilactici ITV-26 aislada de heces de neonato lactante frente 
a Pediococcus acidilactici cepa NGRI 0510Q aislada de ensilaje (No. de acceso 
NR_041640.1). 

 
FIGURA 6.4 Alineamiento del gen 16S de Pediococcus acidilactici (maíz 
fermentado).  
Se alineó Pediococcus acidilactici ITV-26 aislada de heces de neonato lactacte frente 
a Pediococcus acidilactici cepa KKP 2065 aislada de maíz fermentado (No. de acceso 
MT990568.1). 
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FIGURA 6.5 Alineamiento del gen 16S de Limosilactobacillus fermentum (leche de 

ganado). 

Se alineó Limosilactobacillus fermentum SP-23 aislada de quesos frescos frente a 

Limosilactobacillus fermentum cepa SLDL-112 aislada de Leche de ganado (No. de 

acceso MH773188.1). 
 

` 
FIGURA 6.6 Alineamiento del gen 16S de Limosilactobacillus fermentum (intestino). 

Se alineó Limosilactobacillus fermentum SP-23 aislada de quesos frescos frente a 

Limosilactobacillus fermentum cepa UN01 16S gen aislada de intestino (No. de acceso 

HQ449670.1). 
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7.2. Curva de crecimiento 
 

Se obtuvo la curva de crecimiento en medio de cultivo MRS con la densidad 

óptica y pH de Pediococcus acidilactici ITV-26 y Limosilactobacillus fermentum SP-23, 

en la figura 6.8 se puede observar que el crecimiento de Limosilactobacillus fermentum 

SP-23 en color verde con tres fases; la primera fase que va desde las 0 horas hasta 

las 4 horas de crecimiento correspondiente a la fase de adaptación, de las 4 a las 14 

horas la fase exponencial en donde las células se reproducen sin limitación de 

sustancias nutritivas a velocidad máxima, seguida de una fase estacionaria hasta las 

12 horas en donde no se diferencia un aumento significativo de las células; mismo 

caso para Pediococcus acidilactici ITV-26 en color azul con un comportamiento similar 

a Limosilactobacillus fermentum SP-23, donde se destaca su fase estacionaria a las 

12 h lo cual coincide con García-Toledo et al., 2018 y López del Castillo, 1998 que 

reportaron el inicio de la fase estacionaria a las 12 h, ya que trabajaron con el mismo 

microorganismo. 

En ambos casos se observa una disminución de pH hasta 4, esta disminución es 

consecuencia de la fermentación; lo cual además de reducir los riesgos de presencia 

de patógenos, tiene ciertos beneficios sensoriales en alimentos (Walstra et al., 2001), 

Pediococcus acidilactici ITV-26 es un microorganismo homofermentativo con 

producción predominantemente de ácido láctico como resultado de la fermentación de 

carbohidratos simples como la glucosa y la lactosa (Holzapfel et al. 2001). En 

comparación con Limosilactobacillus fermentum SP-23 que es una especie 

heterofermentativa y por lo tanto no produce solo ácido láctico sino otros metabolitos 

como ácido acético, propiónico y butírico (Dellaglio et al., 2004). 
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FIGURA 6. 7 Curva de crecimiento de Limosilactobacillus fermentum SP-23 y 

Pediococcus acidilactici ITV-26. 

Las cepas se crecieron en MRS por 24 h, determinando pH y DO600nm en función del 

tiempo. 

 

 

7.3. Actividad enzimática 
 

7.3.1. Determinación de la fase de crecimiento con mayor producción 
enzimática 

 
La cinética de crecimiento también permitió determinar el tiempo y la fase de 

crecimiento donde se encuentra la mayor actividad de PGH de las fracciones obtenidas 

(extracelular, citosol y membrana). 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

4

4.5

5

5.5

6

6.5

7

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

D
O
60
0n
m

pH

Tiempo (h)

pH Pediococcus acidilactici pH Lactobacillus fermentum

DO 600nm Pediococcus acidilactici DO 600nm Lactobacillus fermentum

pH Pediococcus acidilactici ITV-26 
 

pH Pediococcus acidilactici ITV-26 
 

pH Pediococcus acidilactici ITV-26 
 

pH Pediococcus acidilactici ITV-26 

DO600nm Pediococcus acidilactici ITV-26 
 

DO600nm Pediococcus acidilactici ITV-26 
 

DO600nm Pediococcus acidilactici ITV-26 
 

DO600nm Pediococcus acidilactici ITV-26 

DO600nm Limosilactobacillus fermentum 
                              SP-23 

 
DO600nm Limosilactobacillus fermentum 
                              SP-23 

 
DO600nm Limosilactobacillus fermentum 
                              SP-23 

 
DO600nm Limosilactobacillus fermentum 
                              SP-23 

pH Limosilactobacillus fermentum SP-23 
 

pH Limosilactobacillus fermentum SP-23 
 

pH Limosilactobacillus fermentum SP-23 
 

pH Limosilactobacillus fermentum SP-23 



 
 

60 
 

Para la obtención de cada una de las fracciones celulares se llevaron a cabo dos 

procedimientos en específico; el empleo de un amortiguador de extracción para 

obtener las proteínas adheridas a membrana y la ultrasonicación para las proteínas 

citosólicas mediante el proceso de ruptura (Mora et al., 2003; Cibik y Chapot-Chartier, 

2004). 

Las proteínas extracelulares no mostraron actividad PGH, la fracción citosólica 

presentó poca actividad esto puede deberse a la ultrasonicación, ya que es un método 

mecánico que genera calor y forma burbujas ocasionando desnaturalización de las 

proteínas con una consecuente disminución de la actividad (Zayas, 1997). Las 

proteínas adheridas a membrana presentaron actividad durante toda la cinética de 

crecimiento en ambos microorganismos, en la figura 6.9 podemos observar color 

naranja la actividad de Pediococcus acidilactici ITV-26, la cual mostró mayor actividad 

a las 14 h y en color azul la actividad Limosilactobacillus fermentum SP-23, con mayor 

actividad a las 16 h ambas en la fase estacionaria de su crecimiento. También se 

observan dos picos más de actividad a las 6 h en ambos microorganismos en la fase 

logarítmica y entrando a la fase de muerte a las 22 h para L. fermentum y 24 h para P. 

acidilactici. Lo anterior puede deberse a la producción de más enzimas del tipo PGH 

que se expresaron en las cepas en estudio bajo las condiciones de crecimiento y 

caracterización realizadas. Diversos autores han descrito que una especie puede 

llegar a producir dos o más PGH con actividad lítica (Baker et al., 2006), por ejemplo, 

Lactobacillus pentosus, que presenta la actividad a los 31, 58 y 112 kDa (Cibik y 

Chapot-Chartier, 2004), lo que sugiere que la actividad puede presentarse por dos o 

mas enzimas diferentes; García-Cano, 2013 reporta dos PGH de 99 y 110 kDa de 

Pediococcus acidilactici ATCC 8042. 

 

Estas actividades enzimáticas probablemente se deban al recambio de la pared 

celular o a la lisis celular (Lortal y Chapot-Chartier, 2005), estos resultados coinciden 

con Velasco-Pérez, 2016 que reportó la actividad de PGH de Pediococcus acidilactici 

ATCC 8042 en la fracción de proteínas adheridas a membrana, con dos máximos de 

actividad a las 8 h y 16 h del cultivo, fase logarítmica y estacionaria; García-Cano et 
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al., 2013 estudio una hidrolasa bifuncional de Pediococcus acidilactici ATCC 8042, con 

mayor actividad a las 8 h proponiendo la metodología de hidrolisis de 4-nitrofenil N-

acetil-β-D-glucosaminida. 

 

 
FIGURA 6.8 Cinética de producción de PGH en el extracto de proteínas 

adheridas a membrana. 

  
La actividad se determinó utilizando como sustrato 4-nitrofenil N-acetil-β-D-

glucosaminida y las unidades (U) se reportan en μmol/min liberados de 4-NP. En 

naranja, extracto de proteínas adheridas a membrana a las 14 h de Pediococcus 

acidilactici ITV-26 y en azul, extracto de proteínas adheridas a membrana de 

Limosilactobacillus fermentum SP-23 a las 16 h. 
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7.4. Perfil de proteínas y zimogramas de los extractos protéicos 
 

Con el fin de conocer los perfiles de proteínas de los extractos proteicos de cada 

microorganismo, se realizaron geles de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) 

con las muestras de proteínas del extracto crudo, de citosol y de membrana para 

Pediococcus acidilactici ITV-26 y Limosilactobacillus fermentum SP-23. Se observan 

bandas desde los 10 hasta los 250 kDa en ambos microorganismos  

Como se puede observar en la figura 6.10 el patrón de bandeo de las proteínas del 

extracto crudo extracelulares de Pediococcus acidilactici ITV-26 se identifican 

proteínas que van desde los 10 kDa hasta los 250 kDa, no diferenciándose claramente 

las proteínas debido a la alta concentración de proteínas, las proteínas de membrana 

se observan bien definidas debido a esto y a la evidencia de la actividad enzimática se 

utilizó esta fracción para realizar los zimogramas e identificar las bandas con actividad 

lítica, a diferencia de las proteínas de citosol muy tenues, confirmando la 

desnaturalización de las proteínas por el método y la evidente disminución de la 

actividad enzimática. En las proteínas de la membrana de Pediococcus acidilactici ITV-

26 se logran identificar las bandas a los 99 y 110 kDa reportada por Garcia-Cano, 2013 

y Velasco-Pérez, 2016. 
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FIGURA 6.9 Perfil de proteínas de Pediococcus acidilactici ITV-26 en gel de 
SDS- PAGE. 

Carril 1 marcador de peso molecular 10-250 kDa (Precision Plus Protein™ Bio-rad), 

carril 4 proteínas de la membrana, carril 6 proteínas del citosol y carril 8 y 10 

proteínas del extracto crudo extracelular. 

En el perfil de proteínas de Limosilactobacillus fermentum, se identifican 

proteínas desde los 10 kDa, se muestra en la figura 6.11. Tanto en los extractos crudos 

como las proteínas de membrana se observan bandas bien definidas, los extractos de 

citosol y extracelulares no mostraron actividad (datos no mostrados) por lo que no se 

realizaron perfiles de proteínas, no existen estudios de actividad PGH de la especie 

fermentum, sin embargo, se realizan análisis con PGH del género Lactobacillus: el 

perfil de PGH en Lactobacillus se conserva dentro de la especie, por lo que se propuso 

como herramienta de clasificación el perfil de PGH el zimograma con paredes celulares 

como sustrato, en Lactobacillus pentosus las dos bandas principales de PGH a 112 y 

58 kDa son características de la especie (Cibik y Chapot-Chartier, 2004), en 

Lactobacillus helviticus presenta una banda de 42 kDa y 6 bandas entre 29 y 33 kDa 

(Valence y Lortal, 1995). 
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FIGURA 6.10 Perfil de proteínas de Limosilactobacillus fermentum SP-23 en gel 
de SDS- PAGE de los extractos protéicos. 

Carril 1 y 5 proteínas del extracto crudo extracelular, carril 3 y 7 proteínas adheridas 

a membrana y carril 10 marcador de peso molecular 10-250 kDa (Precision Plus 

Protein™ Bio-rad). 

 

Se realizaron zimogramas con Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698 en el tiempo 

con mayor actividad enzimática para identificar las bandas con la actividad lítica in situ, 

en ambos microorganismos se observaron bandas con actividad en el extracto de las 

proteínas adheridas a membrana. Por tanto, los siguientes experimentos se realizaron 

con estos extractos. 

 

7.5. Identificación de enzimas tipo PGH adheridas a membrana 
 

En la figura 6.12 se muestra específicamente el perfil de proteínas del extracto 

de proteínas adheridas a membrana de Pediococcus acidilactici ITV-26, el cual mostró 

la mayor actividad a las 14 h. En este gel, se muestra una banda con actividad lítica 

en 25 kDa aproximadamente, adicionalmente se observaron otras bandas entre los 

100 kDa y 80 kDa, lo cual coincide con García-Cano et al., 2013, el cual reporta 

actividad lítica intensa de una N-acetil muramidasa, con peso molecular de 99 kDa, sin 

1       2        3      4       5       6      7       8       9      10  
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embargo, la mayor actividad se observó en 25 kDa y es de interés debido a que no se 

ha reportado con actividad PGH en este peso molecular. 

El hecho de encontrar una nueva enzima del tipo PGH, puede deberse a las 

condiciones de crecimiento y producción empleadas para la cepa de este estudio; así 

como ser intrínseco a la misma; la cual presenta seguramente diferencias genotípicas 

con las cepas reportadas, como pudimos observar en el análisis de alineamiento del 

gen 16S mencionado en el punto 1.9.3 donde se encuentran diferencias en las 

secuencias. Es importante también mencionar que la cepa ITV-26 fue aislada de heces 

de neonato a diferencia de la utilizada por García-Cano que proviene de un salami 

fermentado; otra diferencia importante es que la cepa ITV-26 produce bacteriocinas y 

la ATCC 8042 es una de las pocas cepas que no produce bacteriocinas (Mora et al., 

2003). Es importante recordar que en la hidrólisis de peptidoglucano están 

involucradas diversas enzimas, lo cual explica la presencia de varios picos de actividad 

a lo largo de la cinética de producción de PGH como se observa en la figura 6.9. La 

enzima de 25 kDa observada en este estudio seguramente es una de varias PGH 

involucradas en la hidrólisis de peptidoglucano 

 

 

  
FIGURA 6.11 Perfil de proteínas (A) y zimograma (B) en geles de poliacrilamida 

con los extractos de las proteínas adheridas a membrana de Pediococcus 
acidilactici ITV-26. 
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A) Proteínas adheridas a membrana de Pediococcus acidilactici ITV-26 en todos los 

carriles y, en el carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular 10-250 kDa 

(Precision Plus Protein™ Bio-rad). B) Zimograma de proteínas adheridas a membrana 

de Pediococcus acidilactici ITV-26 con 0.2 % de células liofilizadas de Micrococcus 

lysodeikticus ATCC 4698, se observa en blanco una banda con actividad lítica de PGH 

en 25 kDa. 

La figura 6.13 muestra el perfil de proteínas adheridas a membrana (A) de 

Limosilactobacillus fermentum SP-23 a las 16 h donde se observó la mayor actividad 

(figura 7.7). En el zimograma (B) se muestra una banda con actividad lítica con un 

peso molecular experimental de 23 kDa. Aunque no se han estudiado las PGH de 

Limosilactobacillus fermentum, se han estudiado en otros Lactobacillus como 

Lactobacillus pentosus con bandas líticas de 58 y 112 kDa (Cibik y Chapot-Chartier, 

2004). Lortal y colaboradores (2005), reportan un estudio de enzimas tipo PGH en 

Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus 

acidophilus y Lactobacillus casei mostrando enzimas con actividad con pesos 

moleculares en un rango de 18 a 55 kDa en los extractos de lisis de pared celular; sin 

embargo es importante mencionar que no se reportan PGH con peso molecular de 23 

kDa ( Lortal y Chapot-Chartier, 2005). 

 

 
 

FIGURA 6.12 Perfil de proteínas adheridas a membrana de Limosilactobacillus 
fermentum SP-23 en geles de poliacrilamida. 
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A) Proteínas adheridas a membrana de Limosilactobacillus fermentum SP-23 en los 

carriles 1, 3, 5, 7 y carril 10 marcador de peso molecular 10-250 kDa (Precision Plus 

Protein™ Bio-rad). B) Zimograma de proteínas adheridas a membrana de 

Limosilactobacillus fermentum SP-23 con 0.2 % de células liofilizadas de Micrococcus 

lysodeikticus ATCC 4698, se observa una banda blanca con actividad lítica en 23 kDa. 

 

 

7.6. Identificación de PGH en los genomas de Pediococcus acidilactici y 
Limosilactobacillus fermentum 

 
Se realizó un análisis bioinformático para determinar las proteínas presentes en 

el genoma de los microorganismos, este análisis muestra la presencia de PGH en las 

tablas 6.2 y 6.3 Se obtuvieron los pesos moleculares y puntos isoeléctricos teóricos. 

Se destacan las proteínas que probablemente podrían ser las enzimas líticas que se 

expresaron en las cepas en estudio bajo las condiciones de crecimiento y 

caracterización realizadas.  

En el caso de P. acidilactici, se encontraron 30 PGH con pesos moleculares que 

van desde 24 hasta 100 kDa (tabla 6.2), remarcado con color azul las PGH que 

coinciden con el peso molecular experimental encontrado en el zimograma con 

actividad litica (25 kDa), en rojo las endopeptidasas y en verde la PGH con el peso 

molecular reportado por García-Cano et al., 2018 donde encontró una N- 

acetilmuramidasa de 99 kDa para Pediococcus acidilactici ATCC 8042. 

 
 

TABLA 6.1 PGH hipotéticas de Pediococcus acidilactici. 

Nombre/No. De acceso PM Da pI 
N-acetilmuramidasa/ A4V11_04070 24563.96 9.69  

N-acetilmuramidasa/ A4V11_09050 100408.46 9.11 

1,4-beta-N-acetilmuramidasa/ A 4V11_09 815  29770.13 9.89 

Hidrolasa de peptidoglucano bifuncional/ A0A0F6T2T1 99388.29 9.15 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



 
 

68 
 

Peptidasa, familia S41/ E0NDW9 51199.71 9.66 

N-acetilmuramidasa/ K9IF91_PEDAC 99677.85 9.20 

N-acetilmuramidasa/ A0A1L6H8Y4 100303.45 9.17 

DD-transpeptidasa/ E0NDK5 85024.49 8.45 

Amidasa de N-acetilmuramoil-L-alanina/ A0A1Y0WF37 68433.70 5.01 

N-acetilmuramidasa/ A0A6A4XAH1 100471.70 9.23 

Peptidasa, familia S41/ D2EKZ9 51216.74 9.66 

Proteína del dominio de señal KXYKXGKXW/ E0NI38 100476.75 9.20 

C-terminal de procesamiento de peptidasa/ R0G5A4  51433.97 9.64 

N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa/E0NE25 33101.72 9.62 

Familia de glicosil hidrolasa 25 /E0NHL2 29769.14 9.89 

Familia de glicosil hidrolasa 25/ D2EJ08 29771.11 9.84 

N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa/ D2EL50 32370.89 9.62 

Familia de glicosil hidrolasa 25/ D2EL74 42467.09 9.85 

Familia de glicosil hidrolasa 25/ E0NDD7 50211.52 9.42 

Lisozima M1 (1,4-beta-N-acetilmuramidasa)/ R0GFE6 29799.21 9.92 

Lisozima M1/ K9IBD1 29818.17 9.89 

1,4-beta-N-acetilmuramidasa/ A0A1L6HAE4  29728.00 9.81 

1,4-beta-N-acetilmuramidasa/ A0A1L6HAP6 48208.23 9.49 

Familia de glicosil hidrolasa 25/ D2ELY6 46906.44 9.29 

Proteasa de procesamiento de carboxilo terminal/ K9IED2 48190.96 9.55 

Proteína que contiene el dominio PDZ/ A0A5R9BMF5 51211.72 9.63 

Proteína no caracterizada/ R0G5K6 28051.97 4.30 

1,4-beta-N-acetilmuramidasa/ A0A1L6HCU6 32735.53 6.89 

Peptidasa S41/ A0A1D8RLA8  51241.75 9.63 

Proteína dominio de unión a peptidoglucano lys/ A0A5R9BEG3 41202.43 9.85 
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En la tabla 6.3 se muestra el análisis realizado en el genoma de 

Limosilactobacillus fermentum, se identificaron proteínas con pesos moleculares que 

van desde 23 hasta los 45 kDa, remarcado en naranja las PGH que coinciden con el 

peso molecular experimental (23 kDa) (Figura 6.13). En esta especie no se han 

realizado estudios para identificar las enzimas con actividad PGH, el peso molecular 

experimental encontrado con actividad lítica de PGH es de aproximadamente 23 kDa; 

lo cual puede sugerir ser una N-acetil muramidasa, por el peso molecular teórico de 

23.16 kDa (remarcado con color amarillo). 

 

 
TABLA 6.2 PGH hipotéticas de Limosilactobacillus fermentum 

Nombre/No. De acceso PM Da pI 
N-acetilmuramidasa /LAF_1479 23164.56 9.57 

Peptidoglucano endopeptidasa/ A0A1L7GTR7 33989.73 5.32 

Endolisina/ A0A158SMK8 44326.42 9.03 

Peptidoglucano endopeptidasa/ A0A2S7GBQ7 33905.67 5.09 

Putativa endolisina/ A0A2N8Z5G7 44666.94 8.74 

Peptidoglicano endopeptidasa/ A0A3G3E6Z2 33873.59 5.32 

N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa/ D0DRH9 36135.19 9.52 

Glucósido hidrolasa, familia 25/ A0A158SJT0 34130.77 5.94 

Familia de glucósidos hidrolasas 25/ A0A0R2EDG5 39672.84 4.75 

Peptidoglucano hidrolasa/ A0A1L7GYE6 41798.75 6.39 

Familia de glucósidos hidrolasas 25/ A0A4Z0CE27 34494.58 6.16 

N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa/ A0A158SMW4 31516.80 9.65 

Familia de glicosil hidrolasa 25/ D0DUM4 41364.44 7.79 

Enzima lítica de la pared celular/Q64J93 34235.45 5.33 

Familia de glicosil hidrolasa 25/ D0DVV0 33209.94 6.91 

Proteína con dominio de unión a peptidoglucano LysM/ A0A3G3E8K2 41389.23 6.75 

Proteína no caracterizada/ B2GAZ0 41385.24 6.75 
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Familia de glucósidos hidrolasas 25/ D0DUM0 39072.30 5.08 

N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa/ C0WX64 32085.38 9.46 

N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa/ A0A1D7ZZ42 30715.54 9.46 

Familia de glucósidos hidrolasas 25/ A0A2K2TGL6 35197.58 7.81 

Putativa N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa/ A0A2N8Z454 31560.77 9.56 

1,4-beta-N-acetilmuramidasa/ A0A1L7GW75 32663.57 6.99 

Proteína no caracterizada/ A0A1L7GTJ4 38232.35 5.25 

1,4-beta-N-acetilmuramidasa/ A0A2K2TGB2 32919.60 6.52 

Proteína del dominio C-terminal de lisozima Cpl-7/ A0A1Q2T6Q8 32677.60 6.99 

Proteína no caracterizada/ A0A3G3E8L2 45966.83 5.25 

 

 

7.6.1. Análisis bioinformático de la secuencia de PGH identificada 
 

Los resultados de identificación de la proteína de 25 kDa de Pediococcus 

acidilactici ITv-26 por medio de la secuenciación de péptidos mostraron que la banda 

de actividad corresponde a una subunidad proteolítica de endopeptidasa (ClpP) ATP-

dependiente (denominada ALZITV-26). En la Tabla 6.4 se indican el porcentaje de 

identidad (ID), peso molecular teórico (PM), punto isoeléctrico teórico (pI) y la cantidad 

de aa. de la proteína con no. de acceso WP_002829919.1. 

 
 

TABLA 6.3 Análisis de la secuencia de aminoácidos de PGH de Pediococcus 
acidilactici ITV-26 

Nombre Valor E % ID PM (kDa) pI    Longitud aa 
Subunidad proteolítica 

de endopeptidasa  

ALZITV-26 

3e-140 100% 21.5 4.86 197 

ID: Identidad, PM: Peso molecular, pI: punto isoeléctrico, aa: aminoácidos 

 



 
 

71 
 

El resultado obtenido de la PGH identificada se trata de una endopeptidasa, con 

un peso molecular de 21 kDa, lo cual no se ha observado para otras PGH, el peso 

molecular más aproximado se trata de una N-acetilmuramidasa con un peso molecular 

de 24 kDa.  

 

 

 

En la figura 6.14 se muestra el alineamiento mediante la plataforma virtual 

MultAlin de ALZITV-26 y la subunidad proteolítica de endopeptidasa ClpP ATP-

dependiente reportada en el genoma, donde se observa la homología, no obstante, se 

puede observar que la secuencia reportada tiene 3 aa al final de más, esta enzima 

endopeptidasa no se ha reportado con actividad litica en el peptidoglucano esto puede 

deberse a los tres aa de más. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

FIGURA 6. 13 Alineamiento de la secuencia identificada con la secuencia 
reportada del NCBI con no. de acceso WP_002829919.1 
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    ATGAACTTGGTTCCAACCGTTATTGAACAATCATCACGTGGCGAACGTGCTTATGATATTTACTCACGACTA 
1    M  N  L  V  P  T  V  I  E  Q  S  S  R  G  E  R  A  Y  D  I  Y  S  R  L   24 

    TTAAAAGATCGGATTATTATGTTATCAGGTCCAATTGACGATGATTTGGCTAACTCAATCATTTCTCAATTA 
25   L  K  D  R  I  I  M  L  S  G  P  I  D  D  D  L  A  N  S  I  I  S  Q  L   48 

    CTATTCCTTGATGCACAAGACTCTGAAAAAGACATTTACCTTTACATCAACTCTCCAGGTGGCGTAGTTACT 
49   L  F  L  D  A  Q  D  S  E  K  D  I   Y  L  Y  I  N  S  P  G  G  V  V  T  72 

    GCTGGATTGGCAATCTACGACACGATGAACTTCATTAAAGCTGACGTACAAACCATCGTAATGGGAATGGCT 
73   A  G  L  A  I  Y  D  T  M  N  F  I  K  A  D  V  Q  T  I  V  M  G  M  A   96 

    GCTTCGATGGCCAGTGTTTTAGCTTCTTCTGGTACAAAGGGCAAACGTTTTGCATTGCCTCATTCAGAAGTT    
97   A  S  M  A  S  V  L  A  S  S  G  T  K  G  K  R  F  A  L  P  H  S  E  V  120 

    ATGATTCATCAACCTTCTGGTGGTGCTCAAGGTCAACAAACTGAAATTGAAATTGCCGCTGAACAAATTTTG 
121  M  I  H  Q  P  S  G  G  A  Q  G  Q  Q  T  E  I  E  I  A  A  E  Q  I  L  144 

    AAGACTCGGAAAGAGTTAAATAAAATTTTGGCAGAAAATTCTGGTCAACCGCTAGAAAGAACAAATTTTGAA 
145  K  T  R  K  E  L  N  K  I  L  A  E  N  S  G  Q  P  L  E  K  I  N  L  D  167 

    GACTCGGAAAGAGTTAAATAAAATTTTGGCAGAAAATTCTGGTCAACCGCTAGAAACGGTATCATGGAAAAGA 192 
168  T  E  R  D  N  Y  L  S  A  Q  D  A  V  D  Y  G  L  I  D  G  I  M  E  K  

    AACGCAAGCCTTAAGTAA 
193  N  A  S  L  K 

 

En la figura 6.15 se observa la secuencia de nucleótidos de la endopeptidasa 

ClpP, los aminoácidos de cada codón se encuentran debajo. Las endopeptidasas 

hidrolizan los enlaces internos de las cadenas laterales del peptidoglucano (Ver 

metodología 2.3.1), debido a esto se propone que esta enzima hidroliza los enlaces 

peptídicos de la unión de los aminoácidos L-Lys-L-Ala-D-Asp que conforman el 

peptidoglucano de Pediococcus (Calderón-Santoyo et al., 2001). Sin embargo, tienen 

que realizarse la purificación y caracterización de la PGH para elucidar el mecanismo 

de hidrólisis del peptidoglucano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 6.14 Alineamiento de ALZITV-26 la secuencia de nucleótidos y 
aminoácidos. 
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8. CONCLUSIONES  

• Se confirmó bioquímica y molecularmente la identidad de Pediococcus acidilactici 

ITV-26 y Limosilactobacillus fermentum SP-23. 

• La mayor actividad de PGH se observó en el extracto de proteínas adheridas a 

membrana, menor actividad en proteínas de citosol y nula actividad en proteínas 

extracelulares en ambos microorganismos. 

• En la fase estacionaria del crecimiento de ambos microorganismos se observó la 

mayor actividad de PGH en Pediococcus acidilactici ITV-26 a las 14 h y en 

Limosilactobacillus fermentum SP-23 a las 16 h. 

• Se demostró actividad de una PGH in situ con un peso molecular experimental 

aproximado de 25 kDa (ITV-26) y 23 kDa (SP-23). 

• La enzima PGH con un peso molecular experimental de 25 kDa, fue identificada 

como una endopeptidasa Clp de Pediococcus acidilactici ITV-26 con un peso 

molecular teórico de 21.5 kDa, la cual no ha sido reportada en la hidrólisis del 

peptidoglucano. 
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9. RECOMENDACIONES  

Purificar y caracterizar la endopeptidasa Clp de Pediococcus acidilactici ITV-26.  

Estudiar el mecanismo de hidrólisis de la endopeptidasa Clp de Pediococcus 

acidilactici ITV-26.   

Estudiar la expresión de las enzimas PGH utilizando diferentes inductores. 

Estudiar el efecto lítico a través de las cinéticas enzimáticas en los otros picos 

donde se identificó actividad PGH para los dos microorganismos, con el fin de 

determinar si el efecto de hidrólisis es producto de más de una PGH.  

Estudiar la actividad antimicrobiana sobre cepas de interés en salud pública.
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11. ANEXOS 

11.1. Apéndice A Medios de cultivos 
a) Medio Caldo MRS (Man, Rogosa y Sharpe) 

Componente g/L 
Glucosa 20 

Peptona de caseína 10 
Extracto de carne 8 

Extracto de levadura 4 
Fosfato de potasio 2 
Acetato de sodio 5 
Citrato de amonio 2 

Sulfato de Mg 0.2 
Sulfato de Mn 0.05 

Tween 80 1 mL 
pH: 6.4 ± 0.2 

 
Disolver los componentes en 1 litro de agua desionizada. Calentar agitando hasta 

ebullición, para su completa disolución. Autoclavar a 121 ºC durante 15 minutos. 

 

b) Medio Agar MRS Man Rogosa Sharpe 
Componente g/L 

Glucosa 20 
Peptona de caseína 10 
Extracto de carne 8 

Extracto de levadura 4 
Fosfato de potasio 2 
Acetato de sodio 5 
Citrato de amonio 2 

Sulfato de Mg 0.2 
Sulfato de Mn 0.05 

Agar bacteriológico 15 
Tween 80 1 ml 

pH: 6.4 ± 0.2 
 
Disolver los componentes en 1 litro de agua desionizada. Calentar agitando hasta 

ebullición, para su completa disolución. Autoclavar a 121 ºC durante 15 minutos. 

Colocar 20 ml en cajas Petri estériles. 
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c) Medio 50 CHL 
Componente g/L 

Peptona de caseína 10 
Extracto de levadura 4 
Fosfato de potasio 2 
Acetato de sodio 5 
Citrato de amonio 2 

Sulfato de Mg 0.2 
Sulfato de Mn 0.05 

Purpura de bromocresol 15 
Tween 80 1 ml 

pH: 6.7 ± 0.3 
 

Disolver los componentes en 1 litro de agua desionizada. Calentar agitando hasta 

ebullición, para su completa disolución. Autoclavar a 121 ºC durante 15 minutos. 

Colocar 10 ml en tubos estériles. 

 
11.2. Apéndice B Frotis bacteriano 
1. Colocar una pequeña gota de agua en el centro de un portaobjetos limpio.  

2. Flamear el asa de siembra, tomar, en condiciones asépticas, una colonia del 

cultivo bacteriano en medio sólido y transferirlo a la gota de agua. Remover la 

mezcla con el asa de siembra hasta formar una suspensión homogénea que 

quede bastante extendida para facilitar su secado. 

3. Si la muestra se toma de un cultivo en medio líquido, no es necesario realizar 

los dos primeros pasos ya que basta con colocar y extender una gota de la 

suspensión bacteriana, que se toma con el asa de siembra, directamente sobre 

el portaobjetos. 

4. Esperar hasta que el líquido se evapore o acelerar su evaporación acercando 

el portaobjetos a la llama del mechero. En este caso hay que tener mucha 

precaución de no calentar demasiado el portaobjetos pues las células pueden 

deformarse o romperse. 

5. Pasar cinco veces el portaobjetos por la llama durante unos segundos. Dejar 

enfriar el portaobjetos entre los pases. 

6. Una vez realizado el frotis y fijadas las bacterias, las pasan al proceso de tinción. 
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11.3.  Apéndice C Tinción de Gram 
1. Una vez realizado el frotis se agrega el colorante azul violeta (cristal violeta o 

violeta de genciana) y esperar un minuto. 

2. Enjuagar con agua no directamente sobre la muestra 

3. Agregar lugol y esperar un minuto aproximadamente. 

4. Agregar alcohol acetona y esperar entre 30 segundos. 

5. Enjuagar con agua. 

6. Agregar safranina o fucsina básica y esperar un minuto. 

7. Lavar levemente con agua. 

8. Dejar secar y observar al microscopio con objetivo 100x e inmersión en aceite. 

 

 
Tinción de Gram. 
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11.4. Apéndice D Pruebas bioquímicas API 50 CHL 
Preparación de las galerías API 50 CH 

1. La cámara de incubación (tapa o fondo) se preparó agregando 10 mL de agua 

destilada en los recipientes del fondo para crear una atmosfera húmeda. 

2. Se sacó cada una de las filas de su embalaje, separaron en dos filas del 0- 19, 

20- 29, 30-39, 40-49 y se colocan en el fondo de la cámara de incubación. 

Preparación del inoculo 
1. En un tubo de ensayo con 2 mL de agua destilada estéril se coloco varias 

colonias del medio de cultivo MRS en agar ayuda del asa de siembra y se realizó 

una suspensión densa del tubo de agua destilada 

2. En un tubo de ensayo con 5mL de agua destilada estéril se realizó una 

suspensión de turbidez igual al patrón 2 de Mcfarland, transfiriendo 4 de gotas 

de la suspensión (n). 

3. En medio de cultivo API 50CHL y se inoculo 2 veces el número de gotas citadas 

(2n).  

4. Homogenizamos, la suspensión y se utiliza de inmediato. 

Inoculación de las galerías 
1. Agregar el inoculo con el medio de cultivo API 50 CHL inoculado con una pipeta 

estéril en los 50 tubos de las galerías, tomando en cuenta los siguientes 

criterios: 

2. Inclina ligeramente hacia delante la cámara de incubación. 

3. Evitar la formación de burbujas apoyando la punta de la pipeta en el borde de 

la cúpula. 

4. Cuando se inocula en el tubo, no rebasar el límite superior del mismo con el 

5. fin de conservar una buena anaerobiosis. 

6. Incubar las galerías a 37 ºC por 48 horas, revisando las galerías a las 24 h y a 

las 48 h. 
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11.5. Apéndice E Resultados pruebas bioquímicas BAL  
No. ITV-26 SP-23 S 

0 - - 0 

1 + - GLY 

2 - - ERY 

3 - - DARA 

4 + - LARA 

5 + - RIB 

6 - - DXYL 

7 - - LXYL 

8 - - ADO 

9 - - MDX 

10 + + GAL 

11 + + GLU 

12 + + FRU 

13 + - MNE 

14 - - SBE 

15 - - RHA 

16 - - DUL 

17 - - INO 

18 + - MAN 

19 - - SOR 

20 + - MDM 

21 - + MDG 

22 + - NAG 

23 - - AMY 

24 - - ARB 

25 + - ESC 

26 + - SAL 

27 + - CEL 

28 + + MAL 

29 + + LAC 

30 + + MEL 

31 + + SAC 

32 + - TRE 

33 - - INU 

34 - - MLZ 

35 + + RAF 

36 - - AMD 

37 - - GLYG 

38 - - XLT 

39 + - GEN 

40 - - TUR 

41 - - LYX 

42 - - TAG 

43 - - DFUC 

44 - - LFUC 

45 - - DARL 

46 - - LARL 

47 - - GNT 

48 - - 2KG 

49 - - 5KG 

 96.3% 94.1 % % ID 
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11.6. Apéndice F Extracción de DNA en muestra  
1. A partir del medio de cultivo inoculado al 1% en MRS por12 h. 

2. En microtubo eppendorf se coloco 1 ml de medio obtenido, se centrifugó a 

10,000 rpm en una centrifuga Z 216 MK marca HERMLE por 5 minutos y se 

retiró el sobrenadante. 

3. Al paquete celular obtenido se le adiciono 500 µL de buffer TE y 50 µL de 

lisozima (Biotech 10 mg/ml) y se dejó incubar a temperatura ambiente por 45 

minutos. 

4. Se adicionó 300 µl de solución amortiguadora de lisis y se incubó a 50 °C en 

baño maría por 1 hora. 

5. Cada muestra se coloco en tubos Eppendorf con volumen de 400 µl y se les 

adicionó 500 µl de fenol. 

6. Se centrifugó a 13,000 RPM en una centrifuga Z 216 MK marca HERMLE 

durante 15 min a 4 °C y se repitió hasta que desapareció el botón. 

7. Posteriormente se adicionó 0.1 volumen de acetato de sodio y dos volúmenes 

de etanol al 95 %, se dejó en refrigeración por 4 horas. 

8. Se centrifugó a 13,000 rpm en una centrifuga Z 216 MK marca HERMLE por 15 

minutos a 4 °C y se eliminó el sobrenadante por decantación dejándolo secar al 

aire. 

9. Por último, se hidrató el precipitado con 35 µL de solución amortuguadora TE y 

se realizó una electroforesis con gel de agarosa al 1% por 45 minutos a 85 volts. 
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11.7. Apéndice G Buffers de trabajo 

• Buffers TE (Tris 1M pH 8, 0.5 M EDTA pH 8, agua estéril) 

• Buffer Gel Separador (1.5 M Tris-HCl, pH 8.8) 

• Buffer Gel Concentrador (0.5 M Tris-HCl, pH 6.8) 

• Buffer de carga (0.125M Tris-HCl, 4% SDS,20% Glicerol, 10% 2-

mercaptoetanol, 0.01% azul de bromofenol, pH6.8) 

• Buffer de corrida (0.025 M Tris-HCl, 0.192 M glicina, 0.1% SDS, pH 8.3) 

• Buffer cátodo, reservorio superior (100mM Tris-HCl, 100mM Tricina,0.1% 

SDS) 

• Buffer ánodo, reservorio inferior (200mM Tris-HCl, pH 8.9) 

 

11.8. Apéndice H Liofilización de los extractos 
1. Colocar 1 mL cada una de los extractos obtenidas en tubos epperdorf de 2 

mL, protegidas con papel parafilm. 

2. Congelar cada una de las muestras a una temperatura de -70°C por 12 h. 

3. Encender el equipo para liofilizar siguiendo las indicaciones del mismo. 

4. Alcanzado el vacío y temperatura adecuados, colocar las muestras dentro de 

los vasos para liofilizadora y conectar al equipo. 

5. Liofilizar las muestras hasta obtener un polvo completamente seco. 
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11.9. Apéndice I Secuencias de microorganismo 
>Limosilatobacillusfermentum_SP23 
TTCACCCTAATCATCTGTCCCACCTTAGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCCCACCGAC 

TTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTAT 

TCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGCAGGCGAGTTGCA 

GCCTGCAGTCCGAACTGAGAACGGTTTTAAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCGCGAC 

TCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTG 

ACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAA 

TGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGAC 

ACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCATTGCGTTCCCGAAGGAAACGCCCTATCT 

CTAGGGTTGGCGCAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAAC 

CACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTC 

GTACTCCCCAGGCGGAGTGCYYAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCC 

AACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTAC 

CCATGCTTTCGAGTCTCAGCGTCAGTTGCAGACCAGGTAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTT 

CTTCCATATATCTACGCATTCCACCGCTACACATGGAGTTCCACTACCCTCTTCTGCACT 

CAAGTTATCCAGTTTCCGATGCACTTCTCCGGTTAAGCCGAAGGCTTTCACATCAGACTT 

AGAAAACCGCCTGCACTCTCTTTACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTTGCCACCTACG 

 

>Limosilatobacillusfermentum_SP23 inversa 
CGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATG

TGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTG

GAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGG

TCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC

GTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTGCACTCCG

CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT

GTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAG

GGCGTTTCCTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG

GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGAC

TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACA

CACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAAACCGTTC

TCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATG

CCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAA

GTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAA 
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>Pediococcusacidilactici_ITV26 
CATGCAAGTCGAACGAACTTCCGTTAATTGATTATGACGTGCTTGCACTGAATGAGATTT 

TAACACGAAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCAGAAGCAGGG 

GATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCCTGGTTTTCTTT 

TAAAAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAG 

GTAACGGCTCACCAAGGCGATGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGG 

GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGAC 

GCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGT 

TGTTAAAGAAGAACGTGGGTGAGAGTAACTGTTCACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAA 

GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGA 

TTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCT 

CAACCGAAGAAGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTC 

CATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTC 

TGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTG 

GTAGTCCATGCCGTAAACGATGATTACTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTG 

CAGCTAACGCATTAAGTAATCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGA 

ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT 

 

>Pediococcusacidilactici_ITV26 inversa 
ATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCTTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGT

ACTCCCCAGGCGGATTACTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGTA

ATCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGC

GTCAGTTACAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTA

CACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGCACTTCTTCGGTTGAGC

CGAAGGCTTTCACATTAGACTTAAAAGACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGATAACGC

TTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAAATACCGTCAC

TGGGTGAACAGTTACTCTCACCCACGTTCTTCTTTAACAACAGAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTC

ACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTGCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGG

AGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATTACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCATCGCCTTG

GTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCCAGAAGTGATAGCAGAGCCATCTT

TTAAAAGAAAACCAGGCGGTTTTCTCTGTTATACGGTATTAGCATCTGTTTCCAGGTGTTATCCCCTGC

TTCTGGGCAGGTTGCCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCACTTCGTGTTAAAATCTCATTCAGTG

CAAGCACGTCATAATCAATTAACGGAAGTTCGTTCGACTTGCATG 
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11.10. Apéndice J Curva estándar p-nitrofenol 
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Curva patron p-nitrofenol

Masa molar 139.11 g·mol−1 g/mol 

Punto de fusión 110 - 115 °C (383-158 K) 

Punto de ebullición 279 °C (552 K) 

[µmol] D. O. 
292 0.33 

584 0.43 

876 0.65 

1168 0.81 

1460 0.89 

1752 1.01 
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11.11. Apéndice K Cinética enzimática de PGH katales 

 
Cinética enzimática de PGH con sustrato 4-nitrofenil N-acetil-β-D-

glucosaminida. Proteínas adheridas a membrana a las 14 h de Pediococcus 

acidilactici ITV-26 y Limosilactobacillus fermentum SP-23 a las 16 h. 
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11.12. Apéndice L Secuencias de hidrolasa peptidoglucano  
> NZ_CP053421.1: c465501-464908 Cromosoma de la cepa PMC65 de Pediococcus 

acidilactici, 16S 
ATGAACTTGGTTCCAACCGTTATTGAACAATCATCACGTGGCGAACGTGCTTATGATATTTACTCACGAC 
TATTAAAAGATCGGATTATTATGTTATCAGGTCCAATTGACGATGATTTGGCTAACTCAATCATTTCTCA 
ATTACTATTCCTTGATGCACAAGACTCTGAAAAAGACATTTACCTTTACATCAACTCTCCAGGTGGCGTA 
GTTACTGCTGGATTGGCAATCTACGACACGATGAACTTCATTAAAGCTGACGTACAAACCATCGTAATGG 
GAATGGCTGCTTCGATGGCCAGTGTTTTAGCTTCTTCTGGTACAAAGGGCAAACGTTTTGCATTGCCTCA 
TTCAGAAGTTATGATTCATCAACCTTCTGGTGGTGCTCAAGGTCAACAAACTGAAATTGAAATTGCCGCT 
GAACAAATTTTGAAGACTCGGAAAGAGTTAAATAAAATTTTGGCAGAAAATTCTGGTCAACCGCTAGAAA 
AAATCAACCTTGATACGGAACGGGATAACTACCTCTCTGCGCAAGACGCAGTTGATTATGGTTTGATCGA 
CGGTATCATGGAAAAGAACGCAAGCCTTAAGTAA 
 

>CLPPendopetidasePediococcusacidilactici WP_002829919.1  

      1 mnlvptvieq ssrgeraydi ysrllkdrii mlsgpidddl ansiisqllf ldaqdsekdi  

      61 ylyinspggv vtaglaiydt mnfikadvqt ivmgmaasma svlassgtkg krfalphsev  

     121 mihqpsggaq gqqteieiaa eqilktrkel nkilaensgq plekinldte rdnylsaqda  

     181 vdyglidgim eknaslk 

 
 

    ATGAACTTGGTTCCAACCGTTATTGAACAATCATCACGTGGCGAACGTGCTTATGATATTTACTCACGACTA 
1    M  N  L  V  P  T  V  I  E  Q  S  S  R  G  E  R  A  Y  D  I  Y  S  R  L   24 

    TTAAAAGATCGGATTATTATGTTATCAGGTCCAATTGACGATGATTTGGCTAACTCAATCATTTCTCAATTA 
25   L  K  D  R  I  I  M  L  S  G  P  I  D  D  D  L  A  N  S  I  I  S  Q  L   48 

    CTATTCCTTGATGCACAAGACTCTGAAAAAGACATTTACCTTTACATCAACTCTCCAGGTGGCGTAGTTACT 
49   L  F  L  D  A  Q  D  S  E  K  D  I   Y  L  Y  I  N  S  P  G  G  V  V  T  72 

    GCTGGATTGGCAATCTACGACACGATGAACTTCATTAAAGCTGACGTACAAACCATCGTAATGGGAATGGCT 
73   A  G  L  A  I  Y  D  T  M  N  F  I  K  A  D  V  Q  T  I  V  M  G  M  A   96 

    GCTTCGATGGCCAGTGTTTTAGCTTCTTCTGGTACAAAGGGCAAACGTTTTGCATTGCCTCATTCAGAAGTT    
97   A  S  M  A  S  V  L  A  S  S  G  T  K  G  K  R  F  A  L  P  H  S  E  V  120 

    ATGATTCATCAACCTTCTGGTGGTGCTCAAGGTCAACAAACTGAAATTGAAATTGCCGCTGAACAAATTTTG 
121  M  I  H  Q  P  S  G  G  A  Q  G  Q  Q  T  E  I  E  I  A  A  E  Q  I  L  144 

    AAGACTCGGAAAGAGTTAAATAAAATTTTGGCAGAAAATTCTGGTCAACCGCTAGAAAGAACAAATTTTGAA 
145  K  T  R  K  E  L  N  K  I  L  A  E  N  S  G  Q  P  L  E  K  I  N  L  D  167 

    GACTCGGAAAGAGTTAAATAAAATTTTGGCAGAAAATTCTGGTCAACCGCTAGAAACGGTATCATGGAAAAGA 192 
168  T  E  R  D  N  Y  L  S  A  Q  D  A  V  D  Y  G  L  I  D  G  I  M  E  K  

193 AACGCAAGCCTTAAGTAA 
     N  A  S  L  K 

 


