ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION
Organo Oficial de la Sociedad Latinoamericana de Nutricion

Vol. 52 N° 2, 2002

Purificacidon y caracterizacion de proteasas de Pseudomonas
fluorescens y sus efectos sobre las proteinas de la leche

Marcia Costa L., M. Francisca Gomez S., Luz H. Molina C., Ricardo Simpson R. y Alejandro Romero M.

Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, ICYTAL. Universidad Austral de Chile, Valdivia-Chile,
Universidad Técnica Federico Santa Maria, Valparaiso-Chile

RESUMEN. EIl aumento de los niveles de contaminacion de la
leche cruda por bacterias psicrotroficas, durante el periodo en que
ésta permanece refrigerada previo a su tratamiento en la planta,
puede traducirse en la produccién de enzimas termorresistentes
responsables del deterioro de productos lacteos industrializados
del tipo larga vida. Pseudomonas fluorescens, es la especie
bacteriana psicrotrofica que con mayor frecuencia se encuentra en
las leches del sur de Chile. En el presente trabajo se purificaron los
extractos enzimaticos de proteasas obtenidos de cultivos a 6°C de
Pseudomonas fluorescens RV10 en leches crudas recién ordefiadas.
Se encontré que la proteasa corresponde a una proteina de masa
molecular 49,5 kD, que presenta termorresistencia y que ataca
rapidamente a la k-caseina y luego a la b-caseina. Del trabajo es
posible concluir que el almacenamiento de la leche a 6°C es riesgoso
cuando va a ser destinada a productos del tipo larga vida, debido a
la pérdida de calidad por la accion de proteasas de bacterias
psicrotroficas.

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

Es frecuente la contaminacién de la leche crida por
bacterias psicrotréficas durante el periodo en que la leche se
encuentra almacenada en los estanques prediales Tefrigerados,
el transporte a la planta lechera en camiones cisterna y el
almacenamiento en la industria. Si la contaminacidn es alta,
puede traducirse en la produccién de proteasas y lipasas
termorresistentes, principales responsables del deterioro de
productos lacteos industrializados, especialmente leches UHT
(Ultra High Temperature) y otros del tipo larga vida (1- 5).

En Chile los estanques prediales, el transporte y los
estanques silos operan a temperaturas reales entre 4°C y 6°C.
Dentro de las cepas bacterianas encontradas en leches
refrigeradas en la X* Region, es importante por su alta
frecuencia Pseudomonas fluorescens (6). En nuestro
laboratorio se ha aislado la cepa RV10 con la cual se
efectuaron estudios de crecimiento bacteriano y produccién
de enzimas termorresistentes en leches crudas recién
orderiadas almacenadas a 4°C (7).

Las proteinas de la leche principalmente estdn compuestas
por caseinas (8), las que son degradadas por accion de las
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enzimas termorresistentes producidas por microorganismos
psicrotréficos provocando la protedlisis de la leche, 1o que
lleva a la coagulacion, gelificacion y la formacidn de sabores
amargos en el producto terminado (9). Las caseinas se
clasifican de acuerdo a su secuencia aminoacidica en as_,
as,, b- y k-caseina. Las distintas caseinas son muy
susceptibles a la hidrolisis debido a que presentan una
estructura no helicoidal al azar. Casi todas las caseinas de la
leche fresca recién secretada estan contenidas en particulas
agregadas denominadas micelas. El modelo mas aceptado
para la conformacién de las micelas de caseina presenta
numerosas subunidades compuestas de (-caseina en la mayor
parte de la superficie, y as,-, as,- y b-caseinas comprimidas
al interior de las micelas. Cuando la leche es almacenada a
bajas temperaturas, la b-caseina se disocia de las micelas y
la cantidad de caseina soluble puede alcanzar hasta un 30%.
Se ha sugerido entonces, que la refrigeracién podria hacer a
las fracciones de caseinas mas susceptibles a la protedlisis
(10).
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Fairbairn y Law (1), han postulado un mecanismo que
-describe como ocurriria la prote6lisis en la leche producida
por enzimas de microorganismos psicrotréficos.
Generalmente, las proteasas bacterianas de Pseudomonas
fluorescens, atacarian a la k-caseina para producir para-K-
caseina, esto produciria la desestabilizacién de las micelas
de caseina, y por lo tanto, una severa hidrolisis de la k-caseina
que traeria como consecuencia la coagulacién de la leche,
su gelificacién y desarrollo de sabores a sucio y amargo.

Los siguientes objetivos de esta investigacién fueron purificar
y caracterizar extractos enzimdticos obtenidos de cultivos
en leche cruda a 6°C y determinar la fraccién de proteinas de
la leche sobre las cuales actuarian estas proteasas bacterianas.

MATERIALES Y METODOS

Cultivos

Los cultivos de Pseudomonas fluorescens RV10 se
efectuaron en un fermentador modular (Gallenkamp) de 1 L,
con control automaético de pH y temperatura (6°C) sin
aireacién y con minima agitacion, 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 Agar Plate Count de acuerdo
con Houghtby y col. (11) y la actividad protedsica mediante
el método de Linden y col. (12), que fue modificado en el
presente trabajo como sigue: 3 mL de leche se mezclan con
1 mL de una solucidon de leucyl-p-nitroanilida 6mM (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 14.700g por 20 min a 4°C. El
sobrenandante es extraido cuidadosamente y se lee su
absorbancia a 405 nm. Se construye una curva de calibracién
estdndar de p-nitroanilina (Sigma Chemical Co.) en el rango
de 0-200 pmoles/L. La actividad protedsica se expresa como
UM de p-nitroanilina (pNA) liberados en 2 h a 37°C.

Purificacién de proteasas

El procedimiento seguido para extraer las enzimas de la
muestra de leche con Pseudomonas fluorescens se presenta
en la Figura 1 y estd basado en los prococolos de Extercate y
Shamsuzzaman y McKellar (13,14). A cada una de las
fracciones obtenidas en cada etapa se les determind la
actividad protedsica y concentracién de protefnas, esta dltima
mediante el ensayo mejorado de cobre alcalino (15).

FIGURA 1
Esquema del proceso llevado a cabo
para el fraccionamiento subcelular
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Para la purificacién de las proteasas de Pseudomonas
fluorescens se realiz6 una cromatografia en gel, utilizando
una resina Sephadex G-75, para ello se empacaron
aproximadamente 10 g de resina en una columna de 150,9
cm? (Pharmacia). La resina fue equilibrada por 72 horas en
buffer fosfato 50 mM, pH 7,2. Se eluyé a presién normal,
con un flujo de 57 mL/h y para recoger las distintas fracciones
se utilizé un colector de fracciones automatico (Gilson). Para
la calibracién de la columna se utilizaron estdndares de peso
molecular conocido para columnas de filtracién en gel de
origen Sigma Chemical Co.: aprotinina (6,5 Kd), citocromo
C (12,4 Kd), anhidrasa carbdnica (29 Kd) y albumina de
suero bovino (66 Kd).

A todas las fracciones eludias se les determiné la
absorbancia a 280 nm para verificar presencia de proteinas y
a aquellas que la contenian se les determiné actividad
protedsica conforme el protocolo detallado anteriormente.

Se utiliz6 Blue Dextran (2x10% Kd) (Sigma Chemical Co.)
para obtener los valores de operacién de la columna, se
introdujeron los estdndares, se recolectaron las fracciones,
eluidas al mismo flujo utilizado para el Blue Dextran y se
construyo la curva estdndar que permiti6 determinar que el
volumen de elucién de la enzima correspondfa a una proteina
ubicada entre, anhidrasa carbdnica y albiimina desuero
bovino.
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Caracterizacién parcial de las proteasas

Ensayos de termorresistencia

Se efectuaron ensayos de termorresistencia (100°C y
130°C, 120 s) a leche cruda inoculada con Pseudomonas
fluorescens y a la fraccién enzimdtica purificada por
cromatografia de filtracién gel y se determing la actividad
enzimdtica residual. ’

Determinacion del peso molecular

Para la estimacién del tamafio molecular se realizé una
electroforesis del extracto enzimatico obtenido por
cromatografia en gel, utilizando geles de poliacrilamida en
presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Para esto,
se utiliz6 una solucién de acrilamida-bisacrilamida al 15%-
0,4%. Se utilizé un sistema continuo, es decir la muestra de
proteina fue colocada directamente sobre el gel separador.
Para el gel separador se utilizé como tampén tris-HCI pH 8,8
y como tampén de corrida tris-glicina pH 8,3 (16,17).

Se adicionaron 20 pL de estdndar y 50 pL. de muestra de
enzima en cada carril. La curva de calibracién fue realizada
con proteinas estdndares de peso molecular conocido grado
electroforético de origen Sigma Chemical Co.: albiimina de
leche bovina (66 Kd), a-caseina (40% de [B-caseina), k-
caseina (19 Kd), B-lactoglobulina (18,4 Kd). Las corridas se
realizaron a temperatura de refrigeracién y con una intensidad
de 25 mA.

Una vez finalizada la corrida se fijaron las bandas con:
metanol: 4dcido acético (50:10), y se tifieron durante 1 h con
azul de Coomasie R 200, en metanol:4dcido acético:H20
(50:10:40) y se destifié el gel solucién de destehido
metanol:4cido acético:H,0 (30:7:63), (16,17).

Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) de
las proteinas de la leche. Protedlisis causada por enzimas
de Pseudomonas fluorescens

Mediante la electroforesis en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE), es posible separar las distintas casefnas que
forman parte de las proteinas de la leche y a través de los
distintos patrones electroforéticos constatar en qué extension
y cuéles de estas proteinas han sido degradas por accién de
una enzima proteolitica, en este caso de Pseudomonas
fluorescens.

Para realizar esta experiencia se incubaron muestras de
leche cruda inoculada con P. fluorescens por intervalos de 1,
2,3y 6 dias a4°C, con la finalidad de verificar las diferencias
en los patrones electroforéticos.

El ensayo se realizé tomando un volumen de 10 mL de
leche al que se le adicionaron lentamente 5 mL de TCA (4cido
tricloroacético) al 24%, bajo agitacién constante. Después
de permanecer en reposo durante 90 minutos a temperatura
ambiente (25°C), el precipitado de caseina y protefnas del
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suero fue removido por filtracién en papel filtro Whatman
N°5, (18). Posteriormente el precipitado fue lavado y
resuspendido en buffer gel al volumen inicial.

Luego se realiz6 la electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE) bajo las mismas condiciones aplicadas en la
determinacién de la masa molecular.

RESULTADOS

Cultivos

El resultado de los cultivos efectuados a 6°C se presenta
en la Figura 2 donde es posible observar el crecimiento de
Pseudomonas fluorescens y la produccién de proteasas,
mostrando un acelerado aumento de actividad luego de las
72 h.

FIGURA 2
Curvas de crecimiento de Pseudomonas fluorescens
y actividad protedsica a 6°C
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Purificacion de las proteasas bacterianas

En la Tabla 1 se muestran los valores de actividad
enzimética y concentracién de protefnas obtenidos para el
fraccionamiento subcelular realizado para purificar
parcialmente las proteasas bacterianas. Estos resultados
obtenidos muestran que la fraccion en la cual se encuentra
mayoritariamente la actividad protedsica corresponde a la
fraccién peripldsmica (FP), lo que estaria indicando que Ia
proteasa estarfa unida a alguna zona de la membrana de la
célula bacteriana.

Cromatografia de filtracion en gel

En el Figura 3, se presenta el perfil de elucién del extracto
enzimadtico, encontrdndose mayor actividad protedsica luego
del fraccionamiento subcelular. Se pueden observar
claramente dos picos, y solamente el primer pico, la fraccién
13, representaria a la proteasa aislada de Pseudomonas
fluorescens.
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TABLA 1
Resultados del fraccionamiento subcelular realizado
para purificar parcialmente las proteasas
de Pseudomonas fluorescens

Fraccién Actividad protedsica Concentracion de

(pPM p-NA/2 h) proteinas
(pg/mL)

Leche con bacterias

(cultivo de 6 °C) 416,5 _

Pellet, 1a centrifugacion 402,2 —

Esferoplastos 231,2 —

Pellet esferoplastos 43,0 —

Fraccion de las membranas,
FM 0,0 86,9

Fraccién citoplasmatica, FC 31,5 375,3
Fraccion periplasmica, FP 119,0 2441
FIGURA 3

Cromatografia en Sephadex G-75, en buffer fosfato pH 7,2
del extracto enzimatico purificado de un cultivo realizado
a 6°C en leche cruda entera
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Caracterizacién de las proteasas purificadas por
cromatografia en gel

LaFigura4 presenta el resultado de la electroforesis donde
se puede apreciar que la masa molecular de la proteasa
purificada mediante cromatografia en gel es de 49,5 Kd.

En cuanto a la resistencia de las enzimas proteoliticas al
calor, en la Figura 5 se presentan las curvas de inactivacion
térmica para la enzima de Pseudomonasfluorescens en leche
cruda entera y en el extracto enzimatico purificado por
cromatografia de filtracion molecular. Se observa que para
los tratamientos a diferentes temperaturas la enzima retiene
en un menor porcentaje la actividad proteasica a la
temperatura mas elevada (130°C), en este caso un 4,9% de
actividad residual a los 120 sy para el extracto purificado de
24%alos 120 s.

FIGURA 4
Determinacion del peso molecular de extrato enzimatico
obtenido por cromatografia en gel
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FIGURA 5

Curvas de inactivacion térmica de leche cruda con
Pseudomonasfluorescens (100°C y 130°C) y del extrato
enzimatico purificado por cromatografia de filtracién en

gel (130°C)
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Prote6lisis por enzimas de Pseudomonas fluorescens

En la Figura 6 se puede observar una fotografia del gel
de la electroforesis donde se puede apreciar una considerable
hidrélisis de las caseinas de la leche, no asi de las proteinas
del suero (P-lactoglobulina y a-lactalbdmina). En el carril
N° 2, se ubica laleche cruda no inoculada (T0) y en los carriles
N° 3, 4, 5y 6 las muestras de leche cruda inoculada con
bacterias psicrotréficas e incubadas por 1, 2, 3 y 6 dias,
respectivamente a 4°C. En la primera muestra se aprecia que
la banda correspondiente a la K-caseina desaparece casi por
completo. Asi también, podemos observar una disminucién
de la banda que corresponde a la p-caseina. La accion sobre
la a-caseina no es detectable a simple vista. En las restantes
muestras se aprecia también la desaparicion de la banda de
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K-caseina, pero aparece otra banda que corresponderia a la
para-K-caseina, incrementando su intensidad a medida que
aumenta el tiempo de incubacién. De igual forma se
encontraron otras bandas que corresponderian a polipéptidos
producto de la hidrélisis de la P-caseina, dada la disminucién
de la intensidad de dicha banda.

FIGURA 6
SDS-PAGE de muestras de leche cruda inoculadas con
Pseudomonas fluorescens e incubadas por diferentes
tiempos a 4°C. En el car il N° 2, se ubica la leche cruda no
incubada y en los carriles N° 3,4,5 y 6 las muestras de
leche cruda incubadas por 1,2,3 y 6 dias, respectivamente.
En el carril N° 1se ubica el estandar
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El crecimiento de Pseudomonas fluorescens y la
produccion de proteasas fue evidenciado en el cultivo en leche
llevado a cabo a 6°C, las curvas que presentan ambos
comportamientos indican que a partir de las 72 h y cuando
la concentracion celular alcanza niveles de 107 ufc/mL se
produce un incremento notable en la actividad proteéasica,
lograndose al final del cultivo niveles de actividad sobre 90
pM pNA/2h, al efectuar la purificacion del extracto
enzimatico. Siguiendo el protocolo de Extercate (13) se
encontrd que la proteasa se encuentra asociada a la membrana
bacteriana y presenta marcada termorresistencia.

La caracteristica mas particular de las bacterias
psicrotréficas presentes en la leche cruda es su capacidad de
producir enzimas degradativas, sobre las cuales los
tratamientos de pasteurizacion y de ultra alta temperatura
(UHT) tienen pocos efectos en su inactivacion. Pseudomonas
fluorescens, es predominante en la flora de la leche refrigerada
y es enzimaticamente activa, reteniendo una actividad residual
entre un 14% y un 51% (19).

et al.

Se ha descrito que proteasas de 13 especies de
Pseudomonas psicrotroficas retuvieron entre el 55% y el 65%
de su actividad luego de un tratamiento a 77°C por 17
segundos, y alrededor del 20 al 40% de la actividad fue
detectada luego de un tratamiento a 140°C por 5 segundos
(20).

Estos estudios confirman los resultados obtenidos en el
presente trabajo, donde el valor D (tiempo necesario para
reducir la actividad en un 90%) de la proteasa de leche cruda
a 100°C es cercano a los 2 minutos, no asi para la misma
fuente de proteasa a 130°C, donde D es aproximadamente
de 30 segundos. En el caso del extracto enzimatico tratado a
130°C, D es de 15 segundos aproximadamente, indicando
asi la mayor termoestabilidad que estas proteasas presentan
en la leche. Lo anteriormente sefialado coincide con un
estudio realizado por Barach y col. (21), donde se comprobé
que la termoestabilidad de la proteasa de Pseudomonas spp.
MC60 a 149°C en leche y en buffer suplementado con Ca2
fue mayor que en buffer sin Ca2 o0 en agua. Esto indicaria,
ademas, que la estabilidad de las proteasas estaria dada por
el Ca2+y no por las proteinas de la leche (22).

En este estudio se determind que la proteasa purificada
tiene un peso molecular de 49,5 Kd aproximadamente, lo
que fue determinado por electroforesis en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

La proteasa purificada ademas presenta una alta actividad
del tipo aminopeptidasa, y que estaria asociada a la célula
bacteriana ya que durante el fraccionamiento subcelular se
encontr6 que la actividad estaba principalmente asociada a
la fraccion periplasmica. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Shamsuzzaman y McKellar (10), quienes
estudiaron dos cepas de Pseudomonasfluorescens, la 240 y
32A, que mostraron actividad asociada a la célula y que fue
demostrado por el fraccionamiento subcelular; dos peptidasas
fueron purificadas de la cepa 32A, una de ellas hidrolizaba
especificamente N-a-benzoil-DL-arginina-4-nitroanilida que
fue denominada como endopeptidasa, y la otra hidrolizaba
L-lisina- y L-leucina-4-nitroanilida y fue denominada como
aminopeptidasa.

En cuanto a la protedlisis provocada por esta enzima sobre
las distintas fracciones proteicas de la leche (proteinas del
suero o caseinas), se observa que la proteasa causa una
extensa degradacién, afectando principalmente a la K-caseina,
hecho que es corroborado por la presencia de una banda que
corresponderia a la para-K-caseina. Ademas de la K-caseina,
la P-caseina también es degradada rapidamente, ya que se
aprecia una disminucion en la intensidad de esta banda en el
gel, mientras que sobre la a-caseina no se aprecia un efecto
degradativo significativo.

Por otro lado, sobre la fraccion de las proteinas del suero
(a-lactoalbdmina, p-lactoglobulina) no se observa
degradacion.
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Las protefnas del suero serian més resistentes a la
proteélisis por estas enzimas proteoliticas, seguramente
atribufble a que poseen una estructura terciaria mas compacta,
lo cual las protegeria de la accién de la enzima. Esto no
ocurrirfa en el caso de proteinas parcialmente
desnaturalizadas o proteinas con estructuras m4s abiertas,
como es el caso de las caseinas, que son mds sensibles al
ataque enzimatico.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Grieve
y Kitchen (23), donde se estudi6 la protedlisis causada en la
leche por la presencia de leucocitos y por las proteasas
naturales y de origen bacteriano. Los perfiles de degradacién
para el caso de las enzimas bacterianas mostraron que la k-
caseina fue atacada prontamente, como lo indicé la rdpida
aparicién de la banda de para-x-caseina, y que la B-caseina
fue hidrolizada mucho més répidamente que la o -caseina,
ademds de la aparicién de ocho fragmentos de hidrdlisis,
provenientes principalmente de la degradacién de la fraccién
de la B-casefna.

De este estudio se puede concluir en general, que el
almacenamiento de la leche a 6°C es riesgoso cuando va a
ser destinada a productos del tipo larga vida, debido a la
pérdida de calidad por la accién de proteasas de bacterias
psicrotréficas. Particularmente se pudo observar que:

- Cultivos realizados con leche cruda a 6°C con
Pseudomonas fluorescens muestran una considerable
produccién de enzimas con elevada actividad protedsica
a partir de las 72 horas de incubacién y cuando el recuento
bacteriano alcanza los 107 ufc/mL.

- La termoestabilidad de la enzima encontrada es mayor
en la leche cruda que en buffer si se comparan los
resultados obtenidos a 130°C.

- La proteasa purificada presenta una actividad del tipo
aminopeptidasa ya que hidroliza en forma extensa al
sustrato sintético L-leucil-4-nitroanilida.

- Estaenzima estaria probablemente asociada a la envoltura
de la célula bacteriana, segin los resultados obtenidos
del fraccionamiento subcelular.

- Se determin6 mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE), que la enzima tiene un peso
molecular de 49,5 Kd. '

- Los resultados obtenidos por SDS-PAGE para la
proteélisis causada por la proteasa purificada, indican que
el efecto degradativo afectaria en forma casi inmediata a
la x-caseina, para luego atacar a la fraccién que
corresponde a la B-caseina y menos visible para el caso
de la a-caseina. Efectos degradativos no fueron
observados sobre la fraccion del suero.

Esta investigacién fue financiada por el Proyecto
FONDECYT 1951116.
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