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Introduccioén. Las peptidoglucano hidrolasas (PGHs) son
enzimas involucradas en diversas funciones celulares. La
actividad antibacteriana que presentan ha sido utilizada
como una herramienta para el control de patégenos en
diferentes ambitos industriales. La deteccién rapida de la
actividad, la identificacion del peso molecular, la
especificidad por sustrato y la caracterizacién bioquimica,
son parametros indispensables para la aplicacién y uso
de las PGHs.

El objetivo de este trabajo fue disefiar un método
zimografico que permita la deteccién y determinacién de
enzimas con actividad de N-acetilglucosaminidasa
(NAG), asi como el peso molecular de las mismas,
mediante la hidrélisis de 4-nitrofenil-N-acetil-B-D-
glucosamina (4-NP-GIcNAc) de forma especifica, rapida
y sencilla.

Metodologia. Se realizaron SDS-PAGE [1] con la
incorporacion del 4-NP-GIcNAc (0.35 mg/mL). Para
revelar la actividad, al terminar la electroforesis el gel se
incub6 con diferentes amortiguadores y diferentes pHs.
Dos enzimas con actividad de NAG fueron utilizadas, la
primera enzima proveniente de P. acidilactici ATCC 8042
[2] y la segunda, la misma proteina pero expresada en un
sistema heterélogo (E. coli pET 19) (ambas de 99-kDa)
[3]. Como control positivo y para validar la técnica se
utilizé una enzima comercial (N-acetilglucosaminidasa de
Canavalia ensiformis de Sigma Aldrich®).Para la
caracterizacion bioquimica y especificidad por sustrato se

siguieron las condiciones descritas en [3].
Resultados.

. 4
Figural. .Zimograma de actividad con 4-NP-GIcNAc (A) carril 1,
marcador de peso molecular; carril 2, NAG de P. acidilactici ATCC
8042. (B) Carril 1, marcador de alto peso molecular; carril 2 y 3, NAG
recombinante; carril 4, N-acetilmuramoil-L-alanina-amidasa [4]; carril 5,
Lisozima; carril 6, Lisostafina.

Condiciéon

Enzima NAG de 99-kDa Temperatura

29 37 50 4

Nativa = = = - =

o
nilo2

Recombinante = = = -

Tabla 1. Caracterizacién bioquimica de las enzimas de estudio en
funcion de la temperatura y pH. (=) no hubo efecto en la actividad, (-) la
actividad decrecio.

. Condicién
Enzima NAG de Sales
99-kDa NaCl MgClz cacl ZnCl,
[mM] 1 10 | 1 10 1 10 1 10
Nativa + + = - = - - -
Recombinante + + | = - = - - -

Tabla 2. Caracterizacion bioquimica de las enzimas de estudio en
funcién de la presencia de sales. (+) la actividad aumento, (=) no hubo
efecto en la actividad, (-) la actividad decrecio.

) Condicién
EnZImak'\ll:)AG de Quelantes Inhibidor
99-kDa EDTA | EGTA PMSF
[mM] 1710 | 1] 10 | 1 10
Nativa = = - - = =
Recombinante = = | -| - = =

Tabla 3. Caracterizacion bioquimica de las enzimas de estudio en
funcién de la presencia de agentes quelantes e inhibidores, (=) no hubo
efecto en la actividad, (-) la actividad decrecio.

Conclusiones. La actividad de NAG puede ser
detectada por medio de SDS-PAGE con 4-NP-GIcNAc;
esta técnica resultd ser altamente especifica para PGHs
tipo NAG, pues la lisozima, la lisostafina y la N-
acetilmuramoil-L-alanina amidasa no hidrolizaron el

sustrato
Los resultados de la caracterizacion bioquimica
concuerdan con los obtenidos con técnicas

espectrofotométricas en estudios anteriores [3].
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