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Introduccion. Las biopeliculas formadas por
patégenos son un problema permanente en la
industria alimentaria. Los tratamientos quimicos y con
antibidticos presentan el problema de generar efectos
adversos o de ineficacia por la creciente resistencia a
los antibidticos. Un tratamiento alternativo es el uso
de enzimas liticas para desestabilizar la biopelicula al
hidrolizar el peptidoglucano de las bacterias que la
componen (1).

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la
eliminacion de biopeliculas en poliestireno mediante
tratamiento enziméatico con las peptidoglucan
hidrolasas (PGH) recombinantes de P. acidilactici
ATCC 8042. Tras evaluar la formacion de biopeliculas
en varias especies, se seleccion6 como modelo de
trabajo Listeria innocua.

Metodologia. La determinaciéon de las condiciones
Optimas de formacién de biopeliculas se realizé de
acuerdo a Céceres et al. (2). Para el tratamiento
enzimético se ocuparon las distintas concentraciones
de proteina (ug/mL) de las enzimas recombinantes.
La evaluacion se realizo a las 24 h al cuantificar la
biomasa total (0.5%) (3) y las células viables con MTT
(5 mg/mL) (4). Las enzimas recombinantes AMI 123 y
GLU 32 son producidas en medio LB con ampicilina,
previamente clonadas y expresadas en E. coli
Rosetta, usando pET-22b(+) como vector de
clonacién e IPTG como inductor. El peso molecular se
visualiz6 en SDS-PAGE y la actividad litica en
zimogramas  contra  Micrococcus  lysodeikticus.
Ademas, se realiz6 la caracterizacion bioquimica del
extracto respecto a la temperatura, pH y iones de
acuerdo al ensayo espectrofotométrico de N-
acetilglucosaminidasa y N-acetilmuramoil-L-alanina
amidasa.

Resultados. Las enzimas recombinantes AMI 123 y
GLU 32 mostraron un peso molecular de 65 kDa y 51
kDa, respectivamente (Fig.1). La condicion optima de
formacion de la biopelicula de L. innocua se muestra
en la tabla 1. Se evalué el efecto de las PGH
recombinantes contra la biopelicula de L. innocua
(Fig. 2), encontrando mayor degradacion con 200
pg/mL de proteina.
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Fig. 1. Expresion de las proteinas recombinantes AMI 123: 1.
SDS-PAGE y 2. Zimograma vs M. lysodeikticus y GLU 32: 3.
SDS-PAGE y 4. Zimograma vs M. lysodeikticus

Tabla 1. Condicion 6ptima de biopelicula de L.innocua

Medio de cultivo | Temperatura de Tiempo de
incubacién incubacion
BHI + 5%sac 37°C 24 h
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Fig. 2. Tratamiento enzimatico contra biopelicula de L. innocua 1.
Sin tefiir, 2. Ensayo con cristal violeta 0.5%. 3. Ensayo con MTT
(5 mg/mL) de las enzimas recombinantes A) AMI123 y B) GLU 32.

Conclusiones. Las enzimas recombinantes de P.
acidilactici ATCC 8042 provocan destruccion de las
biopeliculas de L. innocua en superficies de
poliestireno.
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