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Introduccion. Las bacterias acido lacticas (BAL) son
usadas en productos fermentados como quesos, yogurts
y salchichas. Sus metabolitos desempefian funciones
que impactan en procesos como la conservacion,
desarrollo del sabor y maduraciéon (1). Una de las BAL
mas utilizadas como cultivo iniciador de productos
cérnicos es la especie Pediococcus acidilactici. Se ha
reportado que esta especie presenta una banda de
actividad proteolitica extracelular a los 200 kDa (2), la
cual fue purificada y caracterizada como una
metaloproteasa dependiente de Zinc (3). En ciertas
ocasiones, tanto en cultivos estaticos (2) como en
agitacion, pero adherida a membrana (3) se reportd
actividad proteolitica a los ~90 kDa. El propodsito de este
estudio fue la localizacion y caracterizacion de la
proteasa de ~90 kDa de P. acidilactici ATCC 8042 y su
comparacién con la proteasa extracelular de alto peso
molecular. ElI mejor conocimiento de las propiedades de
estas enzimas permitira manipular adecuadamente sus
condiciones de produccion y mejorar sus capacidades
tecnolégicas, relacionadas con sabor y textura en
productos cérnicos fermentados.

Metodologia. Se crecié a P. acidilactici en medio MRS,
se incubd a 29°C con agitacion y sin agitacion, las células
se cosecharon a las 8 h de crecimiento. Para la
localizacion de la proteasa se trabajé con tres fracciones
celulares: extractos crudos (2), proteinas adheridas a
membrana (3) y la fraccidon citosdlica obtenida por
sonicacion. El monitoreo de la actividad proteolitica se
llev6 a cabo por métodos espectrofotométricos
empleando tres diferentes sustratos: coldgeno, elastina,
caseina. La proteasa encontrada en la fraccion citosoélica
se purificd parcialmente mediante una precipitacion
diferencial (40%, 60% y 80%) con (NH4),SO, Cada
fraccién se dializ6 con una membrana de 50 kDa. A su
vez se realizaron SDS-PAGE al 10% y zimogramas
contra gelatina. Se evalué el efecto de diferentes
inhibidores (EGTA, EDTA y PMSF, 1 mM y 10 mM de
cada uno) por medio de zimogramas.

Resultados. Se encontré que las mejores condiciones de
crecimiento de P. acidilactici para la deteccion de la
actividad proteolitica fue con agitacién a 120 rpm. La
fraccion citosélica permitié la deteccion de una banda de
actividad con un peso molecular cercano a los 90 kDa,
que tuvo la capacidad de hidrolizar colageno y caseina
(tabla 1 y figura 1). La precipitacién diferencial con

(NH4),S0O,4 al 60% ayudd a que la actividad incrementara
en 2 6rdenes de magnitud. La proteasa de 97 kDa fue
inhibida con 10 mM de PMSF.

Tabla 1. Actividad espectrofotométrica contra diferentes sustratos.

U/min* mg proteina total
Colageno | Caseina | Elastina
595nm 280nm 450nm
Extracto Crudo 3.39 X X
Adheridas a membrana X 0.954 2.58
Citosol 2.75 4.48 X
Unidad= el cambio en la absorbancia en 0.001/min
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Figura 1. A), SDS-PAGE 10%.B). Zimograma de gelatina. Carril L Ay
1 B, marcador de peso molecular alto; carril 2 Ay 2 B extracto crudo;
carril 3 Ay 3 B citosol; carril 4 Ay 4 B proteinas adheridas a membrana.

Conclusiones. P. acidilactici ATCC 8042 presenta
diferentes actividades proteoliticas en preparaciones
obtenidas a partir de células, membranas o extractos
celulares. La proteasa intracelular tiene un peso
molecular de 97 kDa, Yy su mayor actividad se encontré
con gelatina y colageno. Su inhibicion con PMSF en una
concentracién de 10 mM sugiere que se trata der una
serin-proteasa, cuyas propiedades difieren de la
encontrada extracelularmente.
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