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RESUMEN 

Se evaluó la resistencia térmica de la actividad proteolítica de las enzimas producidas por cuatro cepas 
de Pseudomona aeruginosa, a las temperaturas de pasteurización de 74ºC -15" (HTST: high temperature 
short time), 63ºC - 30'(LTLT: low temperature long time) y esterilización 120ºC - 30', y el tiempo de 
aparición de la actividad proteolítica de las enzimas. Una vez obtenidos los crudos enzimáticos, se adi­
cionaron en leche descremada reconstituida y se sometieron a las temperaturas anteriormente citadas. 
Para evaluar la actividad proteolítica se utilizó la técnica de difusión en agar, donde las placas se incuba­
ron a temperaturas de 4ºC, 25ºC y 37ºC, durante 48 horas. La lectura se realizó cada 24 horas hasta 8 días. 
Los resultados demostraron: 1) las exoenzimas proteolíticas fueron resistentes a los procesos HTST y 
LTLT; 2) estas enzimas se inactivaron en el proceso de esterilización; 3) la alteración en leche pasteuriza­
da por HTST y refrigerada fue posterior a su vida útil y 4) la recuperación de la actividad enzimática fue 
mayor a 37ºC. 

ABSTRACT 

Thermic resistance of proteolytic activity from enzymes produced by four Pseudomona aeruginosa strains 
to temperatures of pasteurization 74º C -15" (HTST: high temperature short time), 63ºC - 30' (LTLT: low 
temperature long time) and sterilization 120ºC -30', and the time of appearance, were evaluated. Enzymatic 
raws were obtained and added to skim milk, then they were treated at temperatures above mentioned. 
Proteolytic activity was evaluated by agar diffusion method. Plates were incubated at 4ºC, 25ºC and 
37º C during 48 hours. Measurements carried out each 24 hours until 8 days. Results showed 1) proteolytic 
exoenzymes were to HTST and LTLT processes; 2) these enzymes were inactivated by sterilization process; 
3) alteration of HTST-pasteurized milk and refrigerated milk was afterwards the expiry date and 4) 
recovery of enzyrnatic activity was better at 37ºC. 
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INTRODUCCION 

Numerosas bacterias psicrótrofas producen 
enzimas resistentes al calor. La calidad y la 
vida útil de la leche y productos lácteos a par­
tir de leches contaminadas por este tipo de 
bacterias puede, entonces, verse reducida a 
pesar del tratamiento térmico (Fairbairn y Law, 
1986). Debido a esto, dichas bacterias son con­
sideradas actualmente importantes como cau­
sa de deterioro en los productos lácteos refrige­
rados (Reinheimer y Candioti, 1994 y West y col., 
1978). Según datos aportados por Cousins y 
Bramley (1981); Mol y Vincentie (1981), lama­
yoría de estos microorganismos son, Pseudomona 
spp. 

Barach y col. (1976, 1978) y West y col. (1978) 
han señalado que la inactivación de enzimas 
producidas por bacterias psicrótrofas, logra­
da por calentamientos a temperaturas compren­
didas entre SOºC y 55ºC (low temperature 
inactivation) es superior a la lograda con tem­
peraturas más altas, incluyendo los tratamien­
tos UHT (ultra high temperature). Reinheimer 
y Candioti (1994) estudiaron la termorresistencia 
a distintas temperaturas de proteasas de cru­
dos enzimáticos de bacterias psicrótrofas y en­
contraron mayor estabilidad térmica frente a 
calentamientos a temperaturas mayores a 
lOOºC que los efectuados a 55ºC y 63ºC. 

El objetivo de este trabajo fue evaluar la re­
sistencia térmica de las enzimas producidas 
por cuatro cepas de Pseudomona aeruginosa, ais­
ladas de leche de tanque de diferentes tambos, 
a las temperaturas de pasteurización (HTST: 
high temperature short time y LTLT: low 
temperature long time) y de esterilización 
(120ºC-30') y el tiempo de aparición de la acti­
vidad proteolítica de estas enzimas luego de 
los mismos. 

MATERIALES Y METODOS 

Microorganismos: Se seleccionaron 4 cepas de 
Pseudomona aeruginosa, aisladas de leche de 
tanque de diferentes tambos, las cuales se iden­
tificaron según Bergey (1984). Para su aisla­
miento se utilizaron placas agar cetrimida, las 
que se incubaron a 42ºC por 48 horas. Al mi­
croscopio óptico se observaron bacilos Gram 
negativos. Se determinó la existencia de un fla­
gelo por medio de microscopia electrónica. 

Para caracterizar la cepa fueron realizadas 
las siguientes pruebas b ioquímicas: hidrólisis 
de la Arginina, reacción de oxidasa, utilización 
de glucosa, el resultado en todos los casos fue 
positivo, la prueba de utilización de trealosa 
resulto negativa (Bergey, 1984 ). 

Preparación de crudos enzimáticos en leche 
reconstituida: Las cepas se cultivaron en tu­
bos con 10 ml de leche en polvo descremada 
esterilizada reconstituida al 10 %, a un valor 
de 6,3 + /- 0,1 unidades de pH, adicionada con 
1 mM de Cl2Ca y 0,5 mM de S04Zn, y se incu­
baron durante 5 días a 25 ºC. Estos cultivos se 
centrifugaron 15 minutos a 4.000 rpm, hasta 
obtener un sobrenadante límpido. Luego se 
esterilizaron por filtración (Millipore 0,22 (µ) 
y se almacenaron a -20ºC hasta su uso (Barach 
y col., 1978; Fairbaim y Law, 1986; Gorbbetti y 
col., 1995; Vercet y col., 1997 ). Por otro lado, a 
partir de los mismos cultivos, se realizaron 
diluciones para determinar el inóculo bacteriano 
inicial (108 - 109 ufc/ml), para lo cual se sembra­
ron en placas con agar tripticasa soya que se in­
cubaron por 24 horas a 37°C. 

Tratamientos térmicos de los crudos enzi­
máticos: Se tomó lml de cada uno de los cuatro 
crudos enzimáticos y se colocaron en tubos con 
9 mi de leche descremada reconstituida al 10%. 
Cada uno de ellos se sometió a los siguientes 
tratamientos térmicos: 63ºC durante 30' 
(LTLT), 74ºC durante lS"(HTST) y 120ºC du­
rante 30' (esterilización clásica) e inmediata­
mente se enfriaron. Se realizó un ensayo con­
trol para cada cepa sin tratamiento térmico. 

Actividad proteolítica de los crudos enzi­
máticos: Se utilizó la técnica de difusión en agar 
de Kirby-Bauer modificada (Reinheimer y 
Candioti, 1994 ). Se sembraron 10µ1 de cada uno 
de los crudos enzimáticos (control y tratados 
térmicamente), por triplicado, dentro de conos 
de metal de 6 mm de diámetro sobre placas 
con agar leche (agua agarizada al 1,5%, adi­
cionada con 10% de leche descremada 
reconstituida al 10%) a pH 7,2. Se incubaron a 
tres temperaturas: 4ºC, 25ºC y 37ºC, durante 
48 horas y posteriormente se procedió a la lec­
tura del diámetro de los halos en mm. La acti­
vidad proteolítica se observó cada 24 horas 
hasta el octavo día. 
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Análisis estadístico: Para evaluar la termorresis­
tencia de los crudos enzimáticos se utilizó el 
diseño experimental de bloques completos al 
azar. Los tratamientos correspondieron a las ce­
pas ensayadas y los subtratamientos a las tem­
peraturas de pasteurización alta (HTST), baja 
(LTLT), esterilización y control, realizándose tres 
series para cada tratamiento. Los datos fueron 
analizados estadísticamente a h·avés del análi­
sis de la varianza y la significancia fue evaluada 
por medio del Test de Tukey (P <0,05). 

Para el análisis del tiempo de aparición de 
la actividad proteolítica en cada una de las tres 
temperaturas, se utilizó el mismo diseño esta­
dístico. Se tomaron como tratamientos las cua­
tro cepas y como subtratamientos los días de 
incubación, realizándose tres series para cada uno. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

La Tabla 1 muestra los valores promedios y las 
medias de las áreas de los halos de hidrólisis 
en mm a 37ºC, con un período de incubación 
de 48 horas, en las leches con los crudos 
enzimáticos, con y sin tratamiento térmico. Se 
determinó diferencias significativas para la 
leche esterilizada con respecto a los otros tra­
tamientos, observándose una inactivación to­
tal de los crudos enzimáticos motivada por el 
tratamiento de esterilización. Tales diferencias 
no existen entre los procesos de pasteurización, 
a las temperaturas y tiempos utilizados en el 
ensayo (HTST = LTLT). Todas las cepas ensa­
yadas se comportaron igual frente a los dife­
rentes tratamientos térmicos. 

Tabla 1: Halos de hidró lisis (mrn) a 37ºC luego de 48 ho­
ras de incubación de leches con agregado de enzimas 
prote@líticas sometidas a diferentes tratamientos térmicos. 

CEPAS CONTROL ESTERlLlZAGON HTST Ll:LT'., 

3 11 o o 9 

5 13 o 10 13 

7 10 o 9 8 

8 9 o 8 9 

x* 10,75 a 0,00 b 6,75 a 9,75 a 

• Las medias segu idas de la misma letra en sentido horizontal no 
presentan diferencias significativas al nivel del 5% de probabili­
dad del test de Tukey. 
LTLT: tratamiento térmico 63ºC-30 minutos 
HTST: trata¡niento térmico 73"C-15 segundos 
Esterilización: 120ºC-30 minutos 
Control: sin tra tamiento térmico 

La Tabla 2 indica que no se encontró activi­
dad proteolítica de los crudos enzimáticos de 
las cepas ensayadas de Pseudomona aeruginosa 
en las leches pasteurizadas (HTST y LTLT), in­
cubadas a 4ºC durante un período de 8 días. 
Consideramos esto de suma importancia de­
bido a que si bien la enzima resistió ambos tra­
tamientos térmicos no se observó actividad a 
la temperatura establecida por el Código 
Alimentario Argentino (1994) ( 4 ºC) para su con­
servación en góndola. Por otra parte no hubo 
actividad enzimática a ésta temperatura du­
rante ocho días, por lo tanto la alteración en 
leches pasteurizadas, de ocurrir, sería poste­
rior al plazo de tres días establecido por el 
Código Alimentario Argentino para su consu­
mo. Estos resultados coinciden con los halla­
dos por Reinheimer y Candioti (1994) para 
Pseudomona fluorescens. 

Tabla 2: Desarrollo en el tiempo de la acción proteolítica a 
4ºC de leche con crudos enzimáticos de Pseudomona 
aeruginosa tratados térmicamente, por la técnica de difu­
sión en agar (mm de halos). 

CEPA,S 2DIAS 3 DIAS 6DIAS 7DIAS 8DIAS x• ' :j 
,, . - ·: . •,; · . · r ¡ ; ·:. ¡... . 

·stT[:;T o o o o o 0,00 a 

5HTST o o o o o 0,00 a 

5LTLT o o o o o O,OO a 

8HTST o o o o o 0,00 a 

8LTLT o o o o o 0,00 a 

• Las medias seguidas de la misma letra en sentido vertical, no 
presentan diferencias significativas al nivel del 5% de probabili­
dad del test de Tukey. 
LTLT: tratamiento térmico 63ºC-30 minutos 
HTST: tratamieitto térmico 73"C-l5 segundos 

La Tabla 3 muestra el desarrollo en el tiem­
po de la acción proteolítica a 25ºC expresada 
en los valores promedio y las medias en mm 
de los halos de hidrólisis, para 3 muestras de 
leche con el agregado de crudos enzimáticos 
de tres cepas Pseudomona aeruginosa, someti­
das a pasteurización (HTST, LTLT). No se en­
contraron diferencias significativas entre las ce­
pas tratadas a pasteurización alta y a 
pasteurización baja. La cepa 5 tratada por HTST 
fue la única que mostró actividad al segundo 
día, con un porcentaje del 69% de recupera­
ción de la actividad inicial, siendo éste del 
100% al séptimo día, comparada con un ensa­
yo control sin tratamiento térmico. En esta cepa 
se observó el mayor porcentaje d e recupera­
ción de la actividad inicial de las leches trata-
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das con pasteurización alta (HTST), lo que co­
incide con los datos aportados por Reinheimer 
y Candioti, (1994) para Pseudomona fluorescens, 
donde la recuperación de la actividad está rela­
cionada con el tiempo de exposición térmica. 

La presencia de actividad enzimática a tem­
peratura de 25ºC es de suma importancia para 
aquellos productos conservados a temperatu­
ra ambiente que sufren alteraciones tales como 
sabores amargos en quesos y gelificación en 
leche Ultra-Hight temperature (UHT), según 
lo indicado por Fairbairn y Law (1986). 

Tabla 3: Desarrollo en el tiempo de la acción proteolítica a 
25ºC de leche con crudos enzimáticos de Pseudomona 
aeniginosa tratados térmicamente, por la técnica de difu­
sión en agar (mm de halos). 

CEPAS 2DIAS 3DIAS 6DIAS 7DJA' SDIAC x• 

3LTLT o o 8 9 9 5,20 a b 

5HTST 9 10 12 14 14 11,80 b 

SLTLT o o 9 11 11 6,20 a b 

8HTST o o 9 10 10 5,80 a b 

. 8LTLT o o o o o 0,00 a 

• Las medias seguidas de la misma letra en sentido vertical no 
presentan diferencias significativas al nivel del 5% de probabili­
dad del test de Tukey. 
LTLT: tratamiento térmico 63ºC-30 minutos 
HTST: tratamiento témúco 73ºC-15 segundos 

Tabla 4: Desarrollo en el tiempo de la acción p roteolítica a 
37ºC de leche con crudos enzimáticos de Pseudomona 
aeruginosa tratados térmicamente, por la técnica de difu­
sión en agar (mm de halos). 

CEPAS 2 DIAsl 3 DIAS 6DIAS 7D!AS 8DIAS x• , \ 

3LTLT 9 10 11 13 13 11,20 a 

5HTST 13 1 15 19 21 21 17,80 b 

5LTLT 10 10 12 13 15 12,00 a 

7HTST 8 1 9 11 11 11 10,00 a 

7LTLT 9 1 9 12 12 12 10,80 a 

SHTST 9 1 10 15 15 15 12,80 a 

SLTLT 8 1 10 10 11 11 10,00 a 

• Las medias seguidas de la misma letra en sentido vertical, no 
presentan diferencias significativas al nivel del 5% de probabili­
dad del test de Tukey. Means followed by the sarne letter are not 
significantly different at the 5% leve! by Tukey's test. 
LTLT: tratamiento térmico 63ºC-30 minutos 
HTST: tratamiento térmico 73ºC-15 segundos 

La Tabla 4 indica el desarrollo en el tiempo 
d e la acción proteolítica a 37ºC expresada en 
los valores promedio y las medias en mm de 
los halos de hidrólisis, para muestras de leche 
con el agregado de crudos enzimáticos de 
Pseudomona aeniginosa, sometidos a pasteuriza-

ción (HTST, LTLT). Se encontraron diferencias 
significativas entre la cepa 5 tra tada a 
pasteurización alta (HTST) y en relación a los 
demás tratamientos. La cepa 5 tratada a 
pasteurización alta (HTST) se comporta igual a 
37°C que a 25ºC. A los dos días, con tratamiento 
HTST recuperó el 100 % de la actividad 
proteolítica y con tratamiento LTLT el 77 %, lle­
gando al 100 % al séptimo día, comparada con 
el ensayo control sin tratamiento térmico. 

Por otra parte se observó que luego de una 
incubación a 25ºC durante 5 días, hubo aumen­
to en los valores de pH de las leches ensayadas 
( pH 6,6) con respecto al valor inicial. 

CONCLUSIONES 

- Las exoenzimas proteolíticas, de las cepas 
ensayadas, son resistentes a los procesos 
HTST y LTLT. 

- Las exoenzimas proteolíticas de las cepas 
ensayadas se inactivan en el proceso de es­
terilización. 

- La alteración por exoenzimas de las cepas 
ensayadas en leche pasteurizada (HTST) y 
refrigerada es posterior a su vida útil. 

- La recuperación de la actividad proteolítica 
de las leches con exoenzimas tratadas térmi­
camente es mayor a 37ºC. 
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