Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XIlI, N° 3, 187-192, 2003
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EFECTO DE LAS ENZIMAS PROTEOLITICAS SOBRE
LA INTEGRIDAD DE LAS CASEINAS
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Enzymes on Casein Integrity
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RESUMEN

Con la finalidad de evaluar el efecto de las enzimas proteoliticas
sobre la integridad de las caseinas, se midio la protedlisis cuali-
tativa y cuantitativamente. Para ello se seleccionaron cuatro in-
dustrias lacteas ubicadas en los estados Zulia, Trujillo y Mérida.
Se tomaron un total de 107 muestras de leche cruda almacena-
da en silos a temperatura de refrigeracion, las mismas fueron
procesadas para realizar andlisis quimicos y microbiologicos.
Se discuten los resultados a la luz de los andlisis de los perfiles
electroforéticos, método de Hull, recuentos de bacterias psicro-
trofas y proteoliticas. Los datos fueron procesados mediante
andlisis de varianza con procedimientos del SAS. Los resulta-
dos mostraron que la leche cruda presentaba una buena cali-
dad quimica, no asi su calidad higiénica. En general, no se ob-
servo protedlisis de las caseinas por la técnica de la electrofore-
sis a pesar de encontrarse recuentos de bacterias psicrotrofas
entre 10° y 10’ UFC/mL. Sin embargo, los resultados de la
prueba de Hull revelaron que las leches crudas almacenadas en
frio por mas de dos dias presentaron una moderada actividad
proteolitica. Por lo tanto, se recomienda que aquellas leches
con alto contenido de bacterias psicrétrofas no deberian ser al-
macenadas en frio por mas de dos dias, cuando las mismas
van a ser utilizadas para la elaboracion de queso.

Palabras clave: Leche, protedlisis, bacterias psicrotrofas, en-
zimas proteoliticas, caseinas.

ABSTRACT

In order to evaluate the effect of proteolytic enzymes on casein
integrity, qualitative and quantitative proteolysis were meas-
ured. Four dairy industries located at Zulia, Trujillo and Mérida
states were selected. A total of 107 samples of raw milk, stored
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under refrigeration in bulk tanks, were collected and processed
by chemical and microbiological analysis. On the basis of elec-
trophoretic profiles, the Hull method, psychrotrophic bacteria
and proteolytic psychrotrophic bacteria count analysis, results
are discussed. Data were processed by analysis of variance
with SAS procedure. Results showed a good chemical quality,
but not hygienic quality in raw milk. No proteolysis of caseins
was observed with the electrophoresis method, in spite of the
fact that psychrotrophicic bacteria counts were found to be be-
tween 106— 10" UFC/mL. However, results of the Hull method
showed that refrigerated raw milk stored for two days or more
produced moderate proteolytic activity. It is suggested that raw
milk with high numbers of psychrotrophics bacterias should not
be stored under refrigeration more than two days, before proc-
essing it for cheese.

Key words: Milk, proteolysis, psychrotrophic bacteria, proto-
lytic enzymes, caseins.

INTRODUCCION

La Protedlisis en la leche tiene dos origenes: el primero
mediante los microorganismos que pueden secretar proteasas
exogenas resistentes al calor y muchas de ellas se desarrollan
durante el almacenamiento en frio de la leche [10]; el segundo
esta relacionado con el deterioro de la ubre enferma lo que in-
crementa la cantidad de proteasas enddgenas, especialmente
aquellas del sistema plasmina-plasmindgeno [21].

Gebre-Egziabher y col. [13] sefialan que las proteasas
de la leche cruda (enzimas exdgenas) son producidas por bac-
terias psicrétrofas, en especial del género Pseudomonas. Es-
tos microorganismos pueden crecer con facilidad a temperatu-
ra de refrigeracion y son eliminados con temperatura de pas-
teurizacién, pero muchas especies producen enzimas extrace-
lulares termoresistentes hacia el final del crecimiento exponen-
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cial o en fase de crecimiento estacionaria. Martin-Herna-
dez [22] sefiala que la influencia que tienen estas enzimas so-
bre las caracteristicas organolépticas de la leche y productos
lacteos, es muy superior en muchos casos a la que pueden
ejercer las enzimas nativas de la leche. Las caseinas de la le-
che estan sometidas a la accién de estas enzimas proteoliti-
cas, las cuales causan desestabilizacion de las micelas de ca-
seinas, hidrolizando mas rapidamente a la x-caseina (k-CN)
en una accién similar a la quimosina del cuajo de ternera. La
p-caseina (B-CN) es degradad en menor proporcién que la
k-CN y las asl-caseina (#s1-CN) y las as2-caseina (as2-CN)
practicamente no sufren alteracion, segin lo refieren algunos
autores [1, 13].

Respecto a las enzimas endégenas, Martin-Hernadez
[22], Barbano [6] y Ballou y col. [5] reportan que en la leche
cruda la mas importante es la proteasa alcalina andloga a la
plasmina del suero sanguineo. La plasmina presente en la le-
che estd como plasmindgeno precursor inactivo y la presencia
de las células somaticas en una concentracion 500.000 cel/mL
resulta en la conversion de cantidades significativas de plasmi-
négeno en plasmina, incrementandose la protedlisis de las ca-
seinas. La plasmina actia fundamentalmente sobre la §-CN,
las as2-CN y as1-CN siendo éste el orden de susceptibilidad,
mientras que la x-CN es resistente. La accion sobre la 5-CN
conduce a la formacion de las y1, y2 y ¥3 caseina.

La protedlisis puede causar en la leche principalmente
dos problemas: un decrecimiento en el rendimiento quesero
[21] y un deterioro en la composicion y calidad del queso, sa-
bor amargo en los productos lacteos procesados, tales como
quesos, leche procesada a ultra alta temperatura (UAT) vy le-
che pasteurizada [14, 21].

Con la finalidad de estudiar el efecto entre las proteasas
exogenas y endogenas presentes en la leche cruda y la pro-
teodlisis de las caseinas, se analizaron muestras de leche cru-
da almacenada a temperatura de refrigeracion en silos de 4 In-
dustrias Lacteas ubicadas en la zona baja del estado Truijillo.
La leche fue procesada para realizar analisis quimicos, micro-
bioldgicos y actividad proteolitica.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo

Se recolectaron un total de 107 muestras de leche cruda
refrigerada de cuatro industrias localizadas en los municipios
Sucre, Candelaria y Tulio Febres correspondientes a los esta-
dos Zulia, Trujillo y Mérida, respectivamente. La frecuencia de
muestreo fue quincenal, durante un afio. Las muestras de le-
che fueron recolectadas los dias Lunes antes de iniciarse el
procesamiento de la misma, transportadas bajo condiciones
de refrigeracion hasta el laboratorio de Productos LAacteos del
Nucleo Universitario “Rafael Rangel”. Las caracteristicas mas
importantes de las industrias se sefialan en la TABLA I.

Andlisis Quimico

Porcentaje de Caseina (CN): La CN se determin6 por
doble titulacion con formaldehido (acidimetria) de acuerdo al
método de Sorensen, recomendado por Boscan [7].

Actividad proteolitica Total (APT): La APT fue medida
de acuerdo al método de Hull, utilizando el reactivo de Follin
Ciocalteau. Se prepar6 una curva estandar con tirosina y la acti-
vidad fue expresada como miligramos de Tirosina por mililitro
(mg Tir/mL) [17]. Nafiez y Nufiez [24] sefialan que este método
cuantifica la accion acumulada de las proteasas de los psicro-
trofos y de las otras bacterias.

Anélisis Microbioldgico

Recuento de Bacterias Psicrotrofas Totales (RPT): El
RPT se realiz6 siguiendo la técnica de la Norma FIL- IDF 101
A: [11]. Las diluciones de las muestras se sembraron en Agar
Estandar y se incubaron a 7°C + 1°C por 10 dias. El resultado
se expresé en UFC/mL.

Recuento de Bacterias Psicrotrofas Proteoliticas
(RPP): EIl recuento de bacterias psicrétrofas proteoliticas se
realizé siguiendo el procedimiento de APHA [4]. Las diluciones
se sembraron en Agar Leche y se incubaron a 7°C = 1°C por
10 dias. El resultado se expreso en UFC/mL.

TABLA |
CARACTERISTICAS DE LAS INDUSTRIAS LACTEAS*

Industria  Municipio/ Volumen de leche  Numero de silos  Volumen de leche Tipo de queso Tiempo de Almace.
Estado recibida L/dia y temperatura para queso (dias)
de almacen.
1 Sucre/Zulia 170.000 5/4-6 °C 170.000 Madurado 2-3
2 Candelaria/Truijillo 138.000 7/4°C 138.000 Madurado y 2-3
Fresco
3 Sucre/Zulia 49.000 1/4°C 28.000 Fresco <1
4 T.Febres/Mérida 135.000 1/<4°C 30.000 Fresco 2

* Informacién Suministrada por las Industrias.
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Recuento de células soméaticas ( RCST): El RCST se
realiz6 de acuerdo a la técnica descrita Norma FIL-IDF 148
A: [12]. Los extendidos de leche se colorearon con el colorante
Broadhurst-Paley recomendado por Shalm y col. [26]. Para la
cuantificacién del contaje celular al microscopio se utilizé un fac-
tor de correccion para el equipo. Los resultados se expresaron
como recuento de células somaticas totales por ml (RCST/mL).

Electroforesis Vertical de las Caseinas: Para separar
las caseinas se precipitd la leche a pH 4,4 con Acido Acético
concentrado mediante goteo lento, se agité por 30 min y se
centrifugé a 1200 rpm durante 5 min. El precipitado se resus-
pendié en una solucion de Urea 9M+ S-mercaptoetanol 1% y
se llevd a pH 7,0 con NaOH 1N. La dilucién de las muestras se
efectu6 con agua bidestilada y solucién desnaturalizante
(Urea-tris-fmercaptoetanol-azul de bromofenol), se sembraron
15 ul de las mismas en los geles verticales [15].

La electroforesis vertical (UREA-PAGE) se realizdé en un
equipo Bio-Rad Miniprotean. La migracion se efectué sobre ge-
les discontinuos con 5% poliacrilamida-0,3% bisacrilamida-4,5M
Urea. Se utilizo tris-glicina como buffer de migracién ajustado a
pH 8,9. La migracion duré aproximadamente 45 min. A 30
mA/gel. Las proteinas se fijaron con acido tricloroacético 12%,
se colorearon con azul de Coomasie R250 y decoloraron con
una mezcla de metanol-acido-acético-glicerol (20:5:3) [3].

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron sometidos a un andlisis de
varianza utilizando el procedimiento del Modelo Lineal General
del paquete estadistico SAS [27], bajo el ambiente UNIX para
red, para IBM RS6000, instalada en CECALCULA (Centro Na-
cional de Calculo) ULA. Cuando se apreciaron diferencias sig-
nificativas entre las medias, éstas fueron separadas mediante
la prueba de comparacion multiple de Duncan (P<0,05). Adi-
cionalmente, se establecieron correlaciones entre las variables
evaluadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores estimados de la media, desviacién estandar,
minimo y maximo de la CN, APT , RCST, RPT, y RPP, estan
indicados en la TABLA II.

La calidad higiénica, se determiné por el analisis de al-
gunos parametros indicadores como lo son el recuento micro-
bioldgico de psicrotofos totales y psicrotrofos proteoliticos. Las
muestras presentaron valores de 1,1x107 UFC/mL (7,06 log
UFC/mL) para RPT y de 3,5x10° UFC/mL (5,56 log UFC/mL)
para RPP. Guinot-Thomas y col. [16] reportan que el contenido
de bacterias psicrétrofas en la leche cruda se considera como
el parametro mas importante que influye en el comportamiento
de la leche durante el almacenamiento. Una leche con una
buena calidad microbiol6gica puede ser almacenada a 4°C du-
rante 48 horas sin que se originen cambios en la composicion
fisicoquimica, éste almacenamiento permite un incremento en
la flora psicrotréfica, lo cual incrementara la protedlisis de las
caseinas de la leche. En la TABLA I, se observa que las dife-
rentes industrias con leches almacenadas entre 2 y 3 dias (1,2
y 4) presentaron valores elevados de estos microorganismos
(RPT y RPP). Sin embargo, los resultados no se correlacionan
con lo expresado por la Industria 3, la cual no almacena la le-
che cruda. Por lo tanto, estas contradicciones permiten inferir
gue provienen de leches crudas con una calidad higiénica defi-
ciente, es decir, con una contaminacion inicial elevada, que las
hace inadecuadas para ser almacenadas a temperatura de re-
frigeracion y utilizadas para elaboraciéon de quesos, o mismo
seria valido para la elaboracion de leche UAT.

En relacién a la calidad sanitaria medida por el RCST
sélo el 24% present6 valores > 400x10°, umbral indicativo de
infeccion mastitica. Segun la clasificacion de Philpot citado por
Contreras [9], las leches almacenadas en los silos estan en la
categoria de leches mezcla sin infeccién mastitica, con una
buena calidad sanitaria. Las muestras analizadas abarcan un

TABLA Il
PROMEDIOS Y DESVIACIONES ESTANDAR DE PARAMETROS DE CALIDAD DE LA LECHE CRUDA REFRIGERADA
Industria
Parametro 1 2 3 4 Promedio
Caseina (%) 2,61+0,16 2,63+0,19 2,45+0,27 2,48+0,20 2,54+0,09
APT
(mg Tirosina/mL) 0,177+0,022 0,191+0,022 0,140+0,03P 0,168+0,052 0,17+0,02
RPT
(log UFC/mL 7,30+0,21 7,23+0,23 6,95+0,23 6,78+0,22 7,06+0,24
RPP
(log UFC/mL) 5,79+0,26 5,86+0,27 5,41+0,32 5,16+0,31 5,56+0,31
RCST
(log cel/mL) 5,42+0,22 5,52+0,24 5,560,222 5,59+0,22 5,52+0,22

APT= actividad proteolitica total. RPT= recuento de psicrétofos totales. RPP= recuento de psicrétrofos proteoliticos. RCST= recuento de células
somaticas. a,b: medias con diferentes superindices y en una fila difieren significativamente (P<0,05).
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amplio rango que va desde 82x10° hasta 882x10° cel/mL, con
una media de 331x103cel/mL (5,52 log cel/mL) superior al de
5,43 log cel/mL reportado por Ballou y col. [5].

La FIG. 1 (a, b, c) muestran los perfiles electroforéticos
seleccionados como representativos del resto. Se determiné el
origen de las bandas por comparacién de su movilidad con las
fracciones de caseinas nativas purificadas segun bibliografia
[8, 23]. De las cuatro caseinas principales de la leche (@s1-CN,
as2-CN, -fCN, -kCN), tres son faciimente identificables, las
bandas se observan desde la siembra hasta el &nodo y en or-
den de aparicion la k-CN, -BCN y as1-CN.

Para facilitar la interpretacion de los resultados y orientar
la discusion de los hallazgos obtenidos por otros autores se re-
visa, por una parte la actividad de las enzimas exdgenas y por
otra la actividad de las enddgenas sobre las caseinas de la le-
che cruda almacenada en frio.

En relacion con el efecto de las enzimas exdgenas, no
se observd protedlisis principalmente de la k-CN a pesar de
encontrarse el RPT entre 10° y 10" UFC /mL (FIG. 1 &, b, ¢).

—» 0

—» Ou

—» 0
—» O
— U

FIGURA 1. ELECTROFORESIS VERTICAL DE MUESTRAS
DE LECHE CRUDA ALMACENADAS EN FRIO. a) INDUS-
TRIAS 3y 4, b) INDUSTRIA 2, c) INDUSTRIA 1.
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Punch y col., citado por Shah [25] y Guinot-Thomas y col. [16]
sefialan que son necesarios niveles >5x10° y 10’ UFC/mL de
bacterias psicrotrofas para que ocurra proteolisis y cambios or-
ganolépticos, respectivamente. Sin embargo, Law [20] encon-
tr6 muy poca hidrélisis de la « y p-caseina en PAGE a pesar
de crecer psicrotrofos proteoliticos en el orden de 107
UFC/mL, en leches almacenadas por 72 horas a 7,5°C. Otros
como, Shelly y Deeth; Griffiths; Rowe citados por Guinot-Tho-
mas Yy col. [16] sefialan que la no protedlisis puede ser debida
a lo no excrecion de las proteinasas por encontrarse las bacte-
rias todavia en fase exponencial de crecimiento, a niveles de
108 UFC/mL, o gue solamente una pequefia proporcion de es-
tos psicrétrofos son caseinoliticos [20]. Investigadores citados
por McKellar y revisados por Allocati [2] sugieren que el nime-
ro de bacterias no es tan importante como el género de las
mismas y las especies dentro del género. Tomando en consi-
deracion las opiniones referida por otros autores se sugiere
que los resultados obtenidos en este trabajo puedan ser expli-
cados si se considera que la cepa y su fenotipo metabdlico
pueden influir en la actividad enzimatica.

Respecto a la actividad de la enzimas enddgenas sobre
las caseinas, no fue posible observar diferencias en intensidad
de las bandas principales de la -CN (FIG. 1 a, b, c), probable-
mente debido al bajo nimero de células somaticas encontra-
das (3,3 x 10° cel/mL), el cual no fue suficiente para producir
protedlisis. Resultados similares fueron reportados por Alloca-
ti [2] en leche crudas almacenadas en frio con valores de re-
cuento de células somaticas entre 4,7 x10% y 1,7 x10° cel/mL.
Klei, y col. [19] consideran que valores de RCST de 870 x 102,
estan asociados con una elevada actividad proteolitica cau-
sando una elevada pérdida de las proteinas en el suero y agua
de lavado.

Para determinar el grado de hidrélisis de las proteinas
de la leche se utilizd la técnica de Hull. En la TABLA Il y
FIG. 2, se puede observar que la industria 3 que reporta no al-
macenamiento de la leche cruda, presenté los valores més ba-
jos de APT medida como mg tirosina/ml, en comparacion con
las industrias 1, 2 y 4 que almacenan en frio por dos o mas

g 750 0,250
3 700 ._\.\o\. E
©
> 650 0,200 ‘%
£ 3
g 600 0,150 F
> 5,50 )
o
=1 5,00 0,100
1 2 3 4
INDUSTRIA
0 rer ¢ HULL A RpPP Q RrRCST

FIGURA 2. VALORES PROMEDIOS DE BACTERIAS PSI-
CROTROFAS TOTALES (RPT), PSICROTROFAS PROTEO-
LITICAS (RPP), CELULAS SOMATICAS (RCST) Y ACTIVI-
DAD PROTEOLITICA (HULL).
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dias. Es importante sefialar que en las muestras de leche ana-
lizadas el 93% de las bacterias presentes fueron del tipo psi-
crotrofas. Por lo tanto, se puede inferir que la degradacion
puesta en evidencia por ésta técnica se debié principalmente a
la presencia de las enzimas producidas por estas bacterias.
Jaspe y San José [18] reportan actividad proteasa medida
como mmol de tirosina/ml de muestra /hora cuando los valores
de Pseudomonas alcanzan valores de 108 UFC/mL con 70 ho-
ras de incubacion. Senyk y col. [28] muestran que la protedlisis
medida a través de niveles de tirosina aumenta con el incre-
mento de células somaticas. Se puede sefialar que leches cru-
das almacenadas en frio por mas de dos dias, presentaron
una moderada actividad proteolitica, segun lo refieren los valo-
res de mgTir./mL de la TABLA II.

Analisis Multivariante

Con la finalidad de obtener mas informacién sobre la re-
laciones existentes entre los diferentes parametros utilizados,
se realiz6 un andlisis de correlacién. Los resultados se mues-
tran en la TABLA 1.

El RPT resulté altamente correlacionado con RPP y
RCST. Villar y col. [29] sefialan que cuando existe una alta co-
rrelacion entre estos dos parametros, la vida util de éste tipo
de leches y sus productos puede ser muy corta, estos mismos
autores muestran una correlacion menor (r=0,81) a la reporta-
da en este trabajo. Ballou y col. [5] encontraron una asociacion
significativa entre RPT y RCST y sugieren el estudio de la aso-
ciacion entre estos dos parametros para el aseguramiento de
la calidad de la leche y consideran que deberia ser incluida en
los programas de HACCP de las haciendas. La protedlisis me-
dida como APT arrojé una baja correlacion entre las bacterias
y las células somaticas, lo cual confirma lo sefialado anterior-
mente respecto a composicion de la flora psicrétrofa presencia
de bacterias no muy caseinoliticas RCST muy bajos y/o que
las bacterias se encontraban todavia en fase exponencial de
crecimiento y por tal motivo no tuvieron el tiempo suficiente
para la excrecion de las enzimas. Por otro lado, se encontrd
una alta correlacion entre la CN con RPT, RCST y la APT indi-

TABLA Il
COEFICIENTE DE CORRELACION DE PEARSON
ENTRE EL CONTAJE MICROBIOLOGICO,
ACTIVIDAD PRTOEOLITICA TOTAL Y CASEINA

RPT RPP RCST APT CN
RPT 1,0
RPP 0,99 1,0
RCST 0,89 0,82 1,0
APT 0,57 0,59 -0,45 1,0
CN 0,88 0,90 -0,73 0,88 1,0

RPT= recuento de psicrétofos totales. RPP= recuento de psicrétrofos
proteoliticos. RCST= recuento de células somaticas. APT= actividad
proteolitica total. CN= caseina.

cando probablemente la asociacion entre estos parametros y
la degradacion de las caseinas.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACION

La calidad higiénica de la leche cruda almacenada en
frio fue deficiente, lo cual las hace inadecuadas para ser utili-
zadas en le elaboracion de quesos y leches procesadas UAT.

La calidad sanitaria es aceptable y se pueden considerar
como leches mezclas sin infeccion mastitica.

No se observé protedlisis de las caseinas, por la técnica
de la electroforesis, a pesar de que las leches almacenadas en
los silos de las industrias presentaron elevados RPT, RPP.

Se observo que la leche almacenada por 2-3 dias en frio
presentaron una moderada actividad proteolitica.

Se recomienda hacer un estudio que permita identificar
las especies dentro del género de las bacterias psicrotrofas
proteoliticas encontradas en las leches almacenadas en frio,
asi como sus condiciones metabdlicas.
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