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Introduccion.  Pediococcus acidilactici ATCC
8042, bacteria acidolactica utilizada en la
bioconservacion de alimentos, posee actividad
proteolitica extracelular (1). Este hecho es
importante porque no hay proteasas extracelulares
reportadas para este género, aunque se ha
identificado que algunas cepas de bacterias
acidolacticas poseen actividades de proteinasa,
dipeptidasa, dipeptidil aminopeptidasa y de
aminopeptidasa intracelular, y en P. pentosaceus
una tripeptidasa intracelular (2,3). El objetivo de
esta investigacion es hacer una caracterizacion
inicial de la actividad proteolitica identificada en
la cepa P. acidilactici 8042.

Metodologia. ElI microorganismo se cultid en
condiciones microaerofilicas en medio MRS, sin
agitacion. Los sobrenadantes de cultivo colectados
a la mitad de la fase logaritmica (8h) fueron
concentrados por liofilizacion. La actividad
proteolitica se evalud espectrofotométricamente
empleando como sustratos azocaseina, Hide powder
azure o elastin-Congo Red, y tripsina como
referencia. La evaluacion en zimogramas se realizo
con SDS-PAGE 10% T, copolimerizados con
azocaseina gelatina o elastina soluble (4). Las zonas
de hidrdlisis se visualizaron con Azul de
Coomassie. En los sistemas anteriores se evalu¢ el
efecto de inhibidores de proteasas (20 mM PMSF;
Complete™ Mini, EDTA-free,, 10 mM EDTA y 10
mM O-Phe). Se obtuvo el perfil electroforético de
las muestras precipitadas con TCA en geles SDS-
PAGE, 10% T visualizados con tincion de plata (5).

Resultados y Discusion. Se detectaron dos zonas
de hidrélisis en zimogramas, que no son visibles en
todos los sustratos. Una, de alto PM >200 kDa, se
detectd en caseina, gelatina y elastina y otra de 107
kDa s6lo en gelatina (figura 1la). La actividad
proteolitica se mantuvo después de estar en contacto
con agentes desnaturalizante reductor y caotrdpico y
no fue inhibido por PMSF, Mini Complete EDTA
free ™, o agentes quelantes como EDTA y O-Phe en

las condiciones evaluadas (figura 1b). La respuesta
a temperatura fue diferente para las dos proteasas: la
actividad gelatinolitica de 107 kDa se perdio
después del tratamiento térmico a 90 °C durante 10
min, sin embargo, la actividad de la proteasa >200
kDa fue estable después del mismo tratamiento
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Fig. la (izg.) Zimogramas a) gelatina, b) caseina,
c) elastina d) tincion de plata, €) MPM HR (Bio-Rad).
1b (der) Zimogramas de gelatina incubados con
inhibidores de proteasas: PMSF, Mini Complete™ EDTA
free, O.Phe.

Conclusiones. Se demostré que la cepa de P.
acidilactici ATCC 8042 posee dos proteasas
extracelulares que degradan caseina, gelatina y
elastina. La actividad elastolitica encontrada en la
cepa 8042 es de suma importancia por la similitud
que guarda con el Lysostaphin ™ | por sus
posibilidades de empleo como antibacteriano.
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