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Cinética de crecimiento y produccidén de proteasas
de Pseudomonas fluorescens en leche cruda a temperaturas
de refrigeracion
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RESUMEN. El uso generalizado de la refrigeracién de la leche
cruda ha contribuido a mantener la calidad de ésta pero ha traido
como consecuencia la seleccién de una flora psicrotréfica la cual
durante su desarrollo produce enzimas termorresistentes
responsables, en parte, del deterioro de productos de larga vida.
Dada la condicién de prolongada refrigeracion de la leche antes
del procesamiento, se plante6 determinar las curvas de crecimiento
bacteriano a temperaturas entre 2°C y 10°C y las cinéticas de
produccién de proteasas en leche cruda recién ordenada, inoculadas
con Pseudomonas fluorescens RVI10, utilizando un fermentador
modular, con minima agitacién bajo condiciones de pH y
temperatura controlados. Los resultados muestran un desarrollo por
sobre los 10° ufc/mL para los cultivos a 6°C, 8°C y 10°C alas 30 h
y con niveles de actividad protedsica superiores a 30 uM p-NA/2h,
Jos que se incrementan fuertemente hasta niveles de 80 a 180 uM
p-NA/2h después de las 50 h de cultivo. S6lo los cultivos a 2°C
muestran un comportamiento estable con recuentos inferiores y
sin incremento en la actividad enzimdtica. Una situacién intermedia
puede observarse en los cultivos a 4°C.

Palabras clave: Psicrotréficas en leche cruda, proteasas
termorresistentes, Pseudomonas fluorescens.

INTRODUCCION

El almacenamiento de la leche cruda a temperaturas entre
4°C y 8°C permite seleccionar microorganismos
psicrotréficos, que representan menos del 10% de la flora
inicial de la leche cruda, donde crecen y se convierten en la
flora predominante tras permanecer de dos a tres dias bajo
condiciones de refrigeracién antes de ser sometidas a un
determinado proceso térmico (1-2).

En Chile los estanques refrigerados en los campos operan
a temperaturas reales alrededor de los 6°C, lo que sumado al
transporte (generalmente no refrigerado) y estadia en silos
(5°C por 24 h en verano y hasta 72 h en invierno) en la planta,
facilita el desarrollo de esta flora, con las consecuencias ya
sefialadas. Los microorganismos psicrotréficos
predominantes pertenecen al género Pseudomonas y dentro
de éste, la especie méds cominmente encontrada en el sur de
Chile es Pseudomonas fluorescens (3), situacién que se
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SUMMARY. Growth kinetics and proteases production of
Pseudomonas fluorescens in raw milk at refrigeration
temperatures. The general use of refrigeration of raw milk has
contributed to maintenance of its quality, but has induced the
selection of a psychrotrophic bacteria which during its growth
produces heat-resistant enzymes responsible, in part, for the
deterioration of long-life products. Given the condition of the
prolonged refrigeration of the milk before the process, it was
necessary to determine the growth curves for bacteria at
temperatures between 2°C and 10°C and the kinetics of production
of proteasas in raw fresh milk, inoculated with Pseudomonas
fluorescens RV1Q, using an automatic fermentation system, with
minimal agitation under conditions of controlled temperature and
pH. The results show a development over 10° ufc/mL in the cuitures
at 6°, 8° and 10°C during the first 30 h and proteasic activities over
30 uM p-NA/2h getting levels of de 80 - 180 uM p-NA/2h over 50
h of cultivation. Only the cultures at 2°C appeared stable with
inferior cell counts and without inducing enzymatic activity. At
4°C an intermediate situation occurs.

Key words: Psychrotrophic in raw milk, heat resistance proteases,
Pseudomonas fluorescens.

también observa en otros paises (4).

El problema de la contaminacién de la leche cruda con
microorganismos psicrotréficos durante las etapas de
produccién y manejo, es dificil de evitar, al igual que el
deterioro posterior debido a las condiciones de
almacenamiento, y no podria ser eliminado completamente,
ya que, a pesar de que los microorganismos son destruidos
mediante los procesos térmicos de pasteurizacién y de ultra
alta temperatura (UHT), las proteasas extracelulares que son
producidas por estas bacterias durante su crecimiento en la
etapa de refrigeracién de la leche cruda, permanecen activas
o parcialmente activas durante el periodo de almacenamiento
del producto terminado, presentando sus efectos
principalmente sobre leches fluidas UHT y otros productos
de larga vida (1-2).

La temperatura de crecimiento tiene un marcado efecto
en la produccién de proteasas. Por ejemplo, en un estudio
realizado por Fairbairn y Law (2-5) con Pseudomonas
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Sfluorescens NCDO 2085 en un cultivo continuo con limitacién
de carbono y siendo 18°C la temperatura 6ptima para la
produccién total de proteasa, la produccién de esta enzima
por unidad de peso seco aumenté con la disminucién de
temperatura, mientras que la cantidad de células a
temperaturas bajo los 20°C, se redujo con la disminucidn de
temperatura. Estos resultados apoyan la hipétesis que las
bacterias psicrotréficas sintetizan mayores cantidades de
enzima a bajas temperaturas, para compensar un descenso
en la actividad de la enzima ayudando a mantener su velocidad
de crecimiento a expensas del rendimiento celular.

En un estudio realizado por Juffs (6), se establecié que la
temperatura y composicién del medio de cultivo afectaria y/
o influirfa marcadamente la produccién de estas proteasas en
Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas aeruginosa. Se
demostré que la temperatura de incubacién influiria en la
produccién de proteasas por unidad de crecimiento en las
cepas estudiadas, asi 1a produccién de proteasas disminuyé
cuando la temperatura de crecimiento fue menor a la
temperatura éptima para la produccién de enzimas.

Celestino, Iyer y Roginski (7) estudiaron el efecto del
almacenamiento refrigerado en leche cruda en silos
verificando el aumento de bacterias proteoliticas y de
psicrotréficas desde un 47% a un 80% a las 48+2 h; la
actividad enzim4tica también fue mayor en las leche
refrigerada durante ese periodo de tiempo respecto de su
condicién inicial.

Debido a la importancia industrial de estas enzimas y a
las condiciones del prolongado almacenamiento, entre el
ordefio y el procesamiento de la leche, resulta importante
conocer el desarrollo de Pseudomonas fluorescens bajo los
10°C y, asimismo los niveles de actividad protedsica que son
detectados. Segin lo anterior se planteé como objetivo
determinar las curvas de crecimiento y de produccién de
proteasas de Pseudomonas fluorescens a 2°C, 4°C, 6°C, 8°C
y 10°C, en leche cruda recién ordefiada.

MATERIALES Y METODOS

Los cultivos de Pseudomonas fluorescens RV10 se
realizaron en un fermentador modular (Gallenkamp) de 1 L,
con control automético de pH y temperatura (+0,2°C) sin
aireacioén y con minima agitacién, en 500 mL de leche recién
ordefiada de vacas sanas pertenecientes al fundo Vista Alegre
de la Universidad Austral de Chile. Las leches fueron
inoculadas con un cultivo previo de Pseudomonas fluorescens
RV10 en caldo cerebro corazén de forma tal de obtener una
concentracién inicial de 4 a 6 x10%* ufc/mL. Se tomaron
muestras cada 2 horas durante 100 horas y se determiné cada
vez el recuento total en placa con Agar Plate Count, de acuerdo
con Houghtby ef al., (8) y la actividad protedsica mediante el
método de Linden et al. (9), que fue modificado en el presente
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trabajo como sigue: 3 mL de leche se mezclan con 1 mL de
una solucién de leucyl-p-nitroanilida 6 mM (Sigma Chemical
Co.) en 20 mM buffer bis-tris propano (Sigma Chemical Co.)
e incubados a 37°C por 2 h, al término del cual se toman 2
mL de la mezcla y se mezclan con 4 mL de etanol absoluto
(Merck), luego de dejar reposar unos minutos la mezcla es
centrifugada a 14.720g por 20 min a 4°C. El sobrenandante
es extrafdo con mucho cuidado y se lee su absorbancia a 405
nm. Se construye una curva de calibracién estdndar de p-
nitroanilina (Sigma Chemical Co.) el rango de 0-200 pmoles/
L. La actividad protedsica se expresa como pM de p-
nitroanilina (pNA) liberados en 2 h a 37°C.

RESULTADOS

En las Figuras 1, 2, 3, 4 y 5 se muestran las curvas para
el crecimiento y la actividad de las proteasas de Pseudomonas
fluorescens a las temperaturas de trabajo de 2°C, 4°C, 6°C,
8°C y 10°C, respectivamente.

FIGURA 1
Crecimiento y produccién de proteasas
de Pseudomonas fluorescens a 2°C
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FIGURA 2
Crecimiento y produccién de proteasas
de Pseudomonas fluorescens a 4°C
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FIGURA 3
Crecimiento y produccién de proteasas
de Pseudomonas fluorescens a 6°C
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FIGURA 4
Crecimiento y produccién de proteasas
de Pseudomonas fluorescens a 8°C
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FIGURA 5
Crecimiento y produccién de proteasas
de Pseudomonas fluorescens a 10°C
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En relacién con el crecimiento, se observa que, en todos
los cultivos a las diferentes temperaturas probadas, entre 2°C
y 10°C, se produjo un aumento de la masa bacteriana. Sin
embargo, el crecimiento se vi$ afectado por la temperatura
de cultivo. En el cultivo realizado a 2°C, se observa que el
desarrollo alcanza niveles superiores a 107 ufc/mL, a las 96
horas de cultivo. A 4°C el nivel de crecimiento bacteriano
llega a niveles de 5x107 ufc/mL a las 100 horas de cultivo.
Por otro lado, en los cultivos realizados a 6°C, 8°Cy 10°C, se
observa que el crecimiento celular alcanza niveles sobre las
10% ufc/mL, alrededor de las 100 horas de cultivo. Un
crecimiento similar se aprecié en los cultivoas a 8°C y
10°Calcanzando niveles de 10° ufc/mL.

Al analizar en la siguiente tabla las velocidades de
crecimiento para cada temperatura de cultivo, se puede
observar que ésta aumenta cuando aumenta la temperatura
de cultivo, y el tiempo de duplicacién promedio para cada
temperatura disminuye segin la temperatura aumenta.

Temperatura Velocidad especifica Tiempo de
(6} de crecimiento*, u (h')  duplicacién*, t, (h)
2° 042 1,65
4° 0,49 1,41
6° 0,52 1,33
8° 0,63 1,10
10° 0,66 1,05

Promedio de tres determinaciones (DE<0,05)

Con respecto a la actividad protedsica, se puede observar
que para todas las temperaturas a las que se trabajd, a partir
de las 60 horas de cultivo comienza a elevarse notoriamente,
en especial, en los cultivos realizados a 6°C, 8°C y 10°C,
llegando a niveles de actividad cercanos a 80, 120 y 160 uM
p-NA/2h, respectivamente, a las 100 horas de cultivo.

Para el caso de los cultivos realizados a 2°C y 4°C, se
observa que existe un notorio aumento de actividad,
solamente a 4°C a partir de las 60 horas de cultivo, pero con
niveles de actividad muy inferiores a los cultivos a 6°C, 8°C
y 10°C. Este aumento no es apreciable en los cultivos
realizados a 2°C, manteniéndose la actividad proteésica en
un nivel mds o menos constante a lo largo de las 100 horas
de cultivo; es asi que a las 60 horas se observa una actividad
protedsica de 20 uM p-NA/2h y a las 100 horas una actividad
cercana a los 30 uM p-NA/Zh.

Es importante notar que los niveles de crecimiento
alcanzados a las 60 horas, para los cultivos realizados a 6°,
8°y 10°C son cercanos a los 10° ufc/mL. En cambio, a 2° y
4°C el nivel de 107 ufc/mL es alcanzado sélo a las 100 y 80
horas de cultivo, respectivamente.
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Los resultados obtenidos para las curvas de crecimiento a
6°C, 8°C y 10°C, indican que el crecimiento bacteriano es
considerable a estas temperaturas llegando a niveles de 10®
ufc/mL a las 90 horas de cultivo y con velocidades especificas
de crecimiento de: 0,52, 0,63 y 0,66 h*', respectivamente; y
con tiempos de duplicacién de 1,33, 1,10 y 1,05 horas,
respectivamente. Para el caso de cultivos a 4°C, se observa
que la velocidad de crecimiento (0,49 h') y el tiempo de
duplicacion (1,41 horas) son similares a los valores obtenidos
para estos pardmetros en cultivos a 6°C, aunque el crecimiento
bacteriano a 4°C sélo alcanza a 5x107 ufc/mL
aproximadamente, mientras a 6°C alcanza a 5x10% ufc/mL
cercano a las 100 horas de cultivo. A 2°C, se observa que el
crecimiento bacteriano es menor que en todos los demds
cultivos con velocidad de crecimiento de 0,42 h' y tiempo
de duplicacién de 1,65 horas.

Las curvas de actividad protedsica, indican un marcado
aumento a partir de las 60 horas en los cultivos a 6°, 8° y
10°C con niveles de actividad sobre los 100 umoles de p-
nitroanilina/2 horas (a 37°C), al final del tiempo de cultivo.
En el caso de los cultivos a 2°C y 4°C se observa un aumento
en la actividad protedsica solamente a esta ultima temperatura
de cultivo pero con valores de actividad menores que en los
cultivos a 6°, 8° y 10°C. A 2°C la actividad protedsica se
mantiene casi sin aumento a lo largo del tiempo de cultivo.
El nivel de crecimiento bacteriano a 2°C a las 100 horas
alcanza levemente a las 107 ufc/mL, valor mucho mds bajo a
los niveles alcanzados a las restantes temperaturas de trabajo.

DISCUSION

La leche cruda a temperaturas de refrigeracién es un
excelente medio de crecimiento y para la produccién de
proteasas por las bacterias psicrotréficas, en este caso,
Pseudomonas fluorescens, una de las especies més
frecuentemente encontradas en la leche cruda refrigerada de
la X? Regién de Chile.

Uno de los principales factores que influyen en la calidad
en los productos lacteos fabricados a partir de leche cruda
almacenada a 7°C o menos, por varios dias, es el desarrollo
de la flora psicrotréfica y la produccién de proteasas
termoestables (1-10).

En el caso de los cultivos a 4°, 6°, 8° y 10°C, las enzimas
comienzan a ser producidas a partir de las 60 horas de cultivo,
lo que corresponderia al comienzo de la fase estacionaria del
crecimiento bacteriano, donde los recuentos estan sobre los
107 ufc/mL. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
por Stead (11), donde 2 cepas de Pseudomonas psicrotréficas
fueron cultivadas en leche a 7°C y con niveles de crecimiento
cercanos a 10® ufc/mL y que también coincide con el
comienzo de la deteccién de actividad protedsica. También

concuerdan con los resultados obtenidos por Griffiths (12),
que encontré que la produccién de proteasas de 3 cepas de
Pseudomonas fluorescens, comienza al final de la fase
exponencial e inicio de la fase estacionaria cuando se alcanzé
un recuento de 3,2x107 ufc/mL. En el estudio realizado por
Costa, et al. (13), donde se estudid el crecimiento a 4°C de
la cepa psicrotréfica Pseudomonas fluorescens RV10 en leche
esterilizada entera y descremada, también se establecié que
estas enzimas proteoliticas comienzan a ser secretadas
durante el final de la fase exponencial de crecimiento, cuando
el recuento alcanza las 107 ufc/mL.

El medio ambiente fisioldgico influye en la produccién
de las proteasas, ya que en este estudio se ve que la
produccién de las mismas es dependiente de la temperatura;
a 2°C la produccién de enzima es minima con respecto a los
valores de actividad obtenidos a otras temperaturas. As{
también, al comparar los resultados obtenidos por Costa (13),
en los que el crecimiento de Pseudomonas fluorescens se
evalud en leche esterilizada a 121°C durante 15 minutos, la
velocidad de crecimiento es mayor a cualquiera de las
temperaturas obtenidas en el presente estudio y el tiempo de
duplicacion es més bajo, es decir el desarrollo bacteriano es
mds rapido. Esto puede deberse a que en el caso de la leche
cruda se tiene un ambiente no estéril por lo cual se produciria
un efecto de competicién entre la flora nativa de la leche
cruda y la que es inoculada. Asf en un estudio realizado por
Cox y MacRae (14) se examind la velocidad de crecimiento
de seis cepas de Pseudomonas fluorescens en leche de cabra
cruda y UHT, siendo para todas ellas mayor el crecimiento
en la leche UHT.

Los resultados muestran que Pseudomonas fluorescens
se desarrolla por sobre los 10° ufc/mL en leche cruda
inoculada a niveles de 4 a 6x10° ufc/mL a temperaturas de
6°C, 8°C y 10°C a las 30 h y con niveles de actividad
protedsica superiores a 30 uM p-NA/2h, los que se
incrementan fuertemente hasta niveles de 80 a 180 uM p-
NA/2h luego de las 90 h de cultivo. Por otra parte, en los
cultivos a 2°C muestran que hay una disminucién con relacién
al crecimiento bacteriano y por consiguiente, una
disminucién notable en la produccién de enzimas
proteoliticas a esta temperatura. Una situacién intermedia
puede observarse en los cultivos a 4°C.

Del trabajo se puede concluir que, la leche cruda con
recuento de psicrotréficas, almacenada en condiciones de
refrigeracion sobre las 30 h puede no ser apta para la
elaboracién de leches UHT por cuanto presentan una
actividad protedsica importante, lo que puede conducir a un
acortamiento de la vida dtil del producto terminado.

Esta investigacién fue financiada por el Proyecto N°
1951116 de FONDECYT, Chile.
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