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RESUMEN. El aumento de los niveles de contaminación de la 
leche cruda por bacterias psicrotróficas, durante el periodo en que 
ésta permanece refrigerada previo a su tratamiento en la planta, 
puede traducirse en la producción de enzimas termorresistentes 
responsables del deterioro de productos lácteos industrializados 
del tipo larga vida. Pseudomonas fluorescens, es la especie 
bacteriana psicrotrófica que con mayor frecuencia se encuentra en 
las leches del sur de Chile. En el presente trabajo se purificaron los 
extractos enzimáticos de proteasas obtenidos de cultivos a 6°C de 
Pseudomonas fluorescens RV10 en leches crudas recién ordeñadas. 
Se encontró que la proteasa corresponde a una proteína de masa 
molecular 49,5 kD, que presenta termorresistencia y que ataca 
rápidamente a la k-caseína y luego a la b-caseína. 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 acción de proteasas de bacterias 
psicrotróficas.
P a lab ras  clave: Psicrotróficas, proteasas termorresistentes, 
Pseudomonas fluorescens, leche cruda.

SUMMARY. Purification and characterization of proteases 
from  Pseudomonas fluorescens  and  th e ir  effects on milk 
proteins. The increase in the levels of psichrotrofie bacteria in the 
raw milk during the refrigeration period, could lead to the production 
of heat-resistant enzymes responsible for the deterioration of long­
life industrial dairy products. Pseudomonas fluorescens is the 
psychrotrophic bacteria most commonly found in milk in Southern 
Chile. In the present work the enzymatic proteinases extract of 
cultures of Pseudomonas fluorescens RV10 at 6°C in raw milk just 
milked were purified. It was found that the proteasa corresponds to 
a protein with a molecular mass of 49.5 kD, that presents heat 
resistance and rapidly attacks the k-casein continuing with the b- 
casein. It is possible to conclude that storage of the milk for long­
life products at 6°C is risky, as it causes the loss of quality for the 
proteasas of psychrotophic bacteria.
Key words: Psichrotrophe, thermoresistant proteases, Pseudomonas 
fluorescens, raw milk.

Es frecuente la contam inación  de la leche cruda por 
bacterias psicrotróficas durante el período en que la leche se 
encuentra alm acenada en los estanques prediales refrigerados, 
el transporte a la planta lechera en camiones cisterna y el 
alm acenam iento en la industria. Si la contam inación es alta, 
puede traducirse en la producción  de proteasas y lipasas 
term orresistentes, principales responsables del deterioro de 
productos lácteos industrializados, especialm ente leches UHT 
(Ultra High Temperature) y otros del tipo larga vida (1 -5 ).

En C hile los estanques pred ia les , el transporte  y los 
estanques silos operan a temperaturas reales entre 4°C y 6°C. 
D en tro  de las cepas b ac te rian as  encon tradas en leches 
refrigeradas en la Xa R egión , es im portan te po r su alta 
f re c u e n c ia  P seu d o m o n a s  f lu o r e s c e n s  (6). En n u es tro  
lab o ra to rio  se ha aislado  la  cepa R V 10 con la cual se 
efectuaron estudios de crecim iento bacteriano y producción 
de enz im as te rm o rre s is te n te s  en leches cru d as rec ién  
ordeñadas alm acenadas a 4°C (7).

Las proteínas de la leche principalm ente están compuestas 
por caseínas (8), las que son degradadas por acción de las

enzimas teim orresistentes producidas por microorganismos 
psicrotrófícos provocando la proteólisis de la leche, lo que 
lleva a la coagulación, gelificación y la formación de sabores 
am argos en el p roducto  te rm inado  (9). Las caseínas se 
clasifican de acuerdo a su secuencia am inoacídica en a s , , 
a s , , b -  y k -c a se ín a . L as d is t in ta s  ca se ín a s  son  muy 
susceptib les a la  h id ró lis is  deb ido  a que p resen tan  una 
estructura no helicoidal al azar. Casi todas las caseínas de la 
leche fresca recién secretada están contenidas en partículas 
agregadas denom inadas micelas. E l m odelo más aceptado 
para la conform ación de las m icelas de caseína presenta 
numerosas subunidades com puestas de (-caseína en la mayor 
parte de la superficie, y as ,- , a s ,-  y b-caseínas comprimidas 
al interior de las micelas. Cuando la leche es almacenada a 
bajas temperaturas, la b-caseína se disocia de las micelas y 
la cantidad de caseína soluble puede alcanzar hasta un 30%. 
Se ha sugerido entonces, que la refrigeración podría hacer a 
las fracciones de caseínas más susceptibles a la proteólisis 
( 10).
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Fairbairn y Law  (1), han postu lado  un m ecanism o que 
describe com o ocurriría la proteólisis en la leche producida 
por en z im a s  de m ic ro o rg a n ism o s  p s ic ro tró f ic o s . 
Generalmente, las proteasas bacterianas de Pseudom onas  
fluorescens, atacarían a la K-caseína para producir para-K- 
caseína, esto produciría la desestabilización de las micelas 
de caseína, y por lo tanto, una severa hidrólisis de la K-caseína 
que traería com o consecuencia la coagulación de la leche, 
su gelificación y desarrollo de sabores a sucio y amargo. 
Los siguientes objetivos de esta investigación fueron purificar 
y caracterizar extractos enzim áticos obtenidos de cultivos 
en leche cruda a 6°C y determ inar la fracción de proteínas de 
la leche sobre las cuales actuarían estas proteasas bacterianas.

M ATERIALES Y M ETODOS

Cultivos
Los cu ltivos de P seudom onas flu o re sc e n s  RV10 se 

efectuaron en un termentador modular (Gallenkamp) de 1 L, 
con control autom ático de pH  y temperatura (6°C) sin 
aireación y con mínima agitación, en 500 mL de leche recién 
ordeñada de vacas sanas pertenecientes al fundo Vista Alegre 
de la Universidad Austral de C hile. Las lech es fueron  
inoculadas con un cultivo previo de Pseudomonas fluorescens 
RV10 en caldo cerebro corazón de forma tal de obtener una 
concentración inicial de 4 a 6 x l0 3 ufc/mL. Se tomaron 
muestras cada 2 horas durante 100 horas y se determinó cada 
vez el recuento total en placa Agar Píate Count de acuerdo 
con Houghtby y  col. (11) y la actividad proteásica 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 solución 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 mi 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 extraído cuidadosam ente y se lee su 
absorbancia a 405 nm. Se construye una curva de calibración 
estándar de p-nitroanilina (Sigma Chemical Co.) en el rango 
de 0-200 pmoles/L. La actividad proteásica se expresa como  
pM de p-nitroanilina (pNA) liberados en 2  h a 37°C.

Purificación de proteasas
El procedimiento seguido para extraer las enzimas de la 

muestra de leche con Pseudomonas fluorescens  se presenta 
en la Figura 1 y está basado en los prococolos de Extercate y 
Shamsuzzaman y M cKellar (13 ,14). A  cada una de las 
fracciones obtenidas en cada etapa se les determinó la 
actividad proteásica y concentración de proteínas, esta última 
mediante el ensayo mejorado de cobre alcalino (15).

FIGURA 1
Esquema del proceso llevado a cabo 
para el fraccionamiento subcelular

Para la purificación de las proteasas de Pseudom onas  
fluorescens  se realizó una cromatografía en gel, utilizando 
una resina S ep had ex G -7 5 , para e l lo  se em pacaron  
aproximadamente 10 g de resina en una columna de 150,9 
cm3 (Pharmacia). La resina fue equilibrada por 72 horas en 
buffer fosfato 50 mM, pH 7,2. Se eluyó a presión normal, 
con un flujo de 57 mL/h y para recoger las distintas fracciones 
se utilizó un colector de fracciones automático (Gilson). Para 
la calibración de la columna se utilizaron estándares de peso 
molecular conocido para columnas de filtración en gel de 
origen Sigma Chemical Co.: aprotinina (6,5 Kd), citocromo 
C (12,4 Kd), anhidrasa carbónica (29 Kd) y albúmina de 
suero bovino (66 Kd).

A todas las fraccion es elud ías se  les determ inó la 
absorbancia a 280 nm para verificar presencia de proteínas y 
a aquellas que la contenían se les determ inó actividad  
proteásica conforme el protocolo detallado anteriormente.

Se utilizó Blue Dextran (2x106 Kd) (Sigma Chemical Co.) 
para obtener los valores de operación de la columna, se 
introdujeron los estándares, se recolectaron las fracciones, 
eluídas al mismo flujo utilizado para el Blue Dextran y se 
construyó la curva estándar que permitió determinar que el 
volumen de elución de la enzima correspondía a una proteína 
ubicada entre, anhidrasa carbónica y albúmina desuero  
bovino.
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Caracterización parcial de las proteasas

Ensayos de term orresistencia
Se efectuaron ensayos de term orresistencia (100°C y 

130°C, 120 s) a leche cruda inoculada con Pseudom onas 
flu o r e s c e n s  y a la  fra cc ió n  e n z im à tic a  p u rific a d a  p o r 
crom atografía de filtración gel y se determinó la actividad 
enzim àtica residual.

suero fue removido por filtración en papel filtro Whatman 
N°5, (18). P o ste rio rm en te  el p rec ip ita d o  fue  lavado  y 
resuspendido en buffer gel al volumen inicial.

Luego se realizó la electroforesis en gel de poliacrilamida 
(PA G E) bajo  las m ism as c o n d ic io n e s  ap lica d as  en la 
determ inación de la m asa molecular.

RESULTADOS

Determ inación del peso m olecular
Para la estimación del tam año m olecular se realizó una 

e le c tro fo re s is  d e l e x tra c to  e n z im à tic o  o b te n id o  p o r 
crom atografía en gel, utilizando geles de poliacrilam ida en 
presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Para esto, 
se utilizó una solución de acrilam ida-bisacrilam ida al 15%- 
0,4%. Se utilizó un sistem a continuo, es decir la m uestra de 
proteína fue colocada directam ente sobre el gel separador.
Para el gel separador se utilizó como tampón tris-HCl pH 8,8 
y com o tampón de corrida tris-glicina pH 8,3 (16,17).

Se adicionaron 20 pL  de estándar y 50 pL de m uestra de 
enzim a en cada carril. La curva de calibración fue realizada 
con proteínas estándares de peso m olecular conocido grado 
electroforético de origen Sigma Chemical Co.: albúm ina de 
leche bovina (66 Kd), a -case ín a  (40%  de p-caseína), k - 
caseína (19 Kd), p-lactoglobulina (18,4 Kd). Las corridas se g
realizaron a tem peratura de refrigeración y con una intensidad ¡3
de 25 mA.

Una vez finalizada la corrida se fijaron las bandas con: 
metanol: ácido acético (50:10), y se tiñeron durante 1 h con 
azul de C oom asie R 200, en m etanohácido  acético :H 20 
(5 0 :1 0 :4 0 )  y se d e s tiñ ó  el gel so lu c ió n  de d es te ñ id o  
m etanohácido acético:H ,0 (30:7:63), (16,17).

Electroforesis en geles de poliacrilam ida (SDS-PAGE) de 
las proteínas de la leche. Proteólisis causada por enzimas 
de Pseudom onas fluorescens

M ediante la electroforesis en geles de po liacrilam ida 
(SDS-PAGE), es posible separar las distintas caseínas que 
forman parte de las proteínas de la leche y a través de los 
distintos patrones electroforéticos constatar en qué extensión 
y cuáles de estas proteínas han sido degradas por acción de 
una en z im a p ro teo lítica , en este caso  de P seudom onas  
fluorescens.

Para realizar esta experiencia se incubaron muestras de 
leche cruda inoculada con P. fluorescens por intervalos de 1,
2 ,3  y 6 días a 4°C, con la finalidad de verificar las diferencias 
en los patrones electroforéticos.

El ensayo se realizó tomando un volumen de 10 mL de 
leche al que se le adicionaron lentam ente 5 mL de TCA (ácido 
tricloroacético) al 24%, bajo agitación constante. Después 
de perm anecer en reposo durante 90 minutos a temperatura 
am biente (25°C), el precipitado de caseína y proteínas del

Cultivos
El resultado de los cultivos efectuados a 6°C se presenta 

en la Figura 2 donde es posible observar el crecim iento de 
P seudom onas flu o rescen s  y la  producción  de proteasas, 
m ostrando un acelerado aum ento de actividad luego de las 
72 h. ■

FIGURA 2
Curvas de crecim iento de Pseudom onas fluorescens  

y actividad proteásica a 6°C

Tiempo (h)

Purificación de las proteasas bacterianas
En la  Tabla 1 se m uestran  los valo res de actividad 

enzim àtica y concentración de proteínas obtenidos para el 
f ra c c io n a m ie n to  s u b c e lu la r  re a liz a d o  p a ra  purificar 
parcialm ente las pro teasas bacterianas. E stos resultados 
obtenidos muestran que la fracción en la cual se encuentra 
m ayoritariam ente la actividad proteásica corresponde a la 
fracción periplásm ica (FP), lo que estaría indicando que la 
proteasa estaría unida a alguna zona de la m em brana de la 
célula bacteriana.

Crom atografía de filtración en gel
En el F igura 3, se presenta el perfil de elución del extracto 

enzimàtico, encontrándose m ayor actividad proteásica luego 
de l f ra c c io n a m ie n to  su b c e lu la r . S e p u ed e n  observar 
claram ente dos picos, y solamente el prim er pico, la fracción 
13, rep resen taría  a la  p ro teasa  aislada de Pseudomonas 

fluorescens.
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TABLA 1
Resultados del fraccionam iento subcelular realizado 

para purificar parcialm ente las proteasas 
de Pseudomonas fluorescens

Fracción Actividad proteásica 
(pM p-NA/2 h)

Concentración de 
proteínas 
(pg/mL)

Leche con bacterias
(cultivo de 6 °C) 416,5 —

Pellet, Ia centrifugación 402,2 —
Esferoplastos 231,2 —
Pellet esferoplastos 43,0 —
Fracción de las membranas,
FM 0,0 86,9
Fracción citoplásmática, FC 31,5 375,3
Fracción periplásmica, FP 119,0 244,1

FIGURA 3
Cromatografía en Sephadex G-75, en buffer fosfato pH 7,2 
del extracto enzim àtico purificado de un cultivo realizado 

a 6°C en leche cruda entera

F R A C C IO N
—O— A bsorbancia  a 280nm  

A Actividad P ro teásica

FIGURA 4
Determinación del peso m olecular de extrato enzim àtico 

obtenido por crom atografía en gel

a b

Albúmina

Anhidra sa carbónica

Enzima semipurificada 
de Ps. fluorescens (49,5 Kd)

(3-lactoglobulina

FIGURA 5
Curvas de inactivación térm ica de leche cruda con 

Pseudomonas fluorescens  (100°C y 130°C) y del extrato 
enzimàtico purificado por crom atografía de filtración en 

gel (130°C)

C aracterización  d e la s  p r o te a sa s  p u r if ic a d a s  p o r  
cromatografía en gel

La Figura 4 presenta el resultado de la electroforesis donde 
se puede apreciar que la m asa m olecular de la proteasa 
purificada mediante crom atografía en gel es de 49,5 Kd.

En cuanto a la resistencia de las enzimas proteolíticas al 
calor, en la Figura 5 se presentan las curvas de inactivación 
térmica para la enzim a de Pseudomonas fluorescens  en leche 
cruda entera y en el ex tracto  enzim àtico  purificado por 
cromatografía de filtración molecular. Se observa que para 
los tratamientos a diferentes tem peraturas la enzim a retiene 
en un m enor p o rc e n ta je  la  a c tiv id a d  p ro te á s ic a  a la  
temperatura más elevada (130°C), en este caso un 4,9% de 
actividad residual a los 120 s y para el extracto purificado de 
2,4% a los 120 s.

Tiem po (s)

Proteólisis por enzimas de Pseudom onas fluorescens 
En la F igura 6 se puede observar una fotografía del gel 

de la electroforesis donde se puede apreciar una considerable 
hidrólisis de las caseínas de la leche, no así de las proteínas 
del suero (P-lactoglobulina y a-lactalbúm ina). En el carril 
N° 2, se ubica la leche cruda no inoculada (T0) y en los carriles 
N° 3, 4, 5 y 6 las muestras de leche cruda inoculada con 
bacterias psicrotróficas e incubadas por 1, 2, 3 y 6 días, 
respectivamente a 4°C. En la prim era m uestra se aprecia que 
la banda correspondiente a la K-caseína desaparece casi por 
completo. A sí también, podem os observar una dism inución 
de la banda que corresponde a la p-caseína. La acción sobre 
la a-caseína no es detectable a sim ple vista. En las restantes 
muestras se aprecia también la desaparición de la banda de
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K-caseína, pero aparece otra banda que correspondería a la 
para-K-caseína, increm entando su intensidad a medida que 
au m en ta  el tiem p o  de in c u b ac ió n . D e ig u a l fo rm a  se 
encontraron otras bandas que corresponderían a polipéptidos 
producto de la hidrólisis de la P-caseína, dada la disminución 
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 días, respectivamente.

En el carril N° 1 se ubica el estándar

1 2 3 4 5 6

a-caseína — ^

^-caseina —
/ —  ^  Bandas producto de

K-caseína —  proicólisís

P-lactogtobulina  ^  para-K-caseina

Z a *»  ------  Cí-lactalbúmina

E 0 I 2 3 6

Tiempo de incubación a 6°C (d)

D ISC U SIO N  Y C O N C L U SIO N ES

El c re c im ie n to  d e  P se u d o m o n a s  f lu o r e s c e n s  y la 
producción de proteasas fue evidenciado en el cultivo en leche 
llevado  a cabo  a 6°C, las curvas que p resen tan  am bos 
com portam ientos indican que a partir de las 72 h y cuando 
la concentración celular alcanza niveles de 107 ufc/m L se 
produce un increm ento notable en la actividad proteásica, 
lográndose al final del cultivo niveles de actividad sobre 90 
pM  pN A /2h , al e fe c tu a r  la  p u r if ic a c ió n  del ex tra c to  
enzim àtico . S iguiendo el p rotocolo  de E xtercate (13) se 
encontró que la proteasa se encuentra asociada a la m em brana 
bacteriana y presenta m arcada term orresistencia.

L a c a ra c te r ís t ic a  m ás p a r t ic u la r  de las b a c te r ia s  
psicrotróficas presentes en la leche cruda es su capacidad de 
p ro d u c ir  e n z im a s  d e g ra d a tiv a s , so b re  las c u a le s  los 
tratam ientos de pasteurización y de ultra alta tem peratura 
(UHT) tienen pocos efectos en su inactivación. Pseudomonas 
fluorescens, es predom inante en la flora de la leche refrigerada 
y es enzimàticamente activa, reteniendo una actividad residual 
entre un 14% y un 51% (19).

Se ha d e s c r ito  qu e  p ro te a s a s  de 13 e sp e c ie s  de 
Pseudomonas psicrotróficas retuvieron entre el 55% y el 65% 
de su activ idad luego de un tra tam ien to  a 77°C por 17 
segundos, y alrededor del 20 al 40%  de la actividad fue 
detectada luego de un tratam iento 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 así para la misma 
fuente de proteasa a 130°C, donde D es aproximadamente 
de 30 segundos. En el caso del extracto enzim àtico tratado a 
130°C, D es de 15 segundos aproxim adam ente, indicando 
así la m ayor term oestabilidad que estas proteasas presentan 
en la leche. Lo anterio rm ente señalado co incide con un 
estudio realizado por Barach y col. (21 ), donde se comprobó 
que la term oestabilidad de la proteasa de Pseudomonas spp. 
M C60 a 149°C en leche y en buffer suplem entado con Ca2+, 
fue m ayor que en buffer sin Ca2+ o en agua. Esto indicaría, 
además, que la estabilidad de las proteasas estaría dada por 
el Ca2+ y no por las proteínas de la leche (22).

En este estudio se determ inó que la proteasa purificada 
tiene un peso m olecular de 49,5 Kd aproxim adam ente, lo 
q u e  fu e  d e te rm in a d o  p o r e le c tro fo re s is  en g e le s  de 
poliacrilam ida (SDS-PAGE).

La proteasa purificada además presenta una alta actividad 
del tipo am inopeptidasa, y que estaría asociada a la célula 
bacteriana ya que durante el fraccionam iento subcelular se 
encontró que la actividad estaba principalm ente asociada a 
la fracción periplásmica. Estos resultados coinciden con los 
obtenidos por Sham suzzam an y M cK ellar (10), quienes 
estudiaron dos cepas de Pseudom onas fluorescens, la 240 y 
32A, que mostraron actividad asociada a la célula y que fue 
demostrado por el fraccionam iento subcelular; dos peptidasas 
fueron purificadas de la cepa 32A, una de ellas hidrolizaba 
específicamente N -a-benzoil-D L-arginina-4-nitroanilida que 
fue denom inada com o endopeptidasa, y la otra hidrolizaba 
L-lisina- y L-leucina-4-nitroanilida y fue denom inada como 
am inopeptidasa.

En cuanto a la proteólisis provocada por esta enzima sobre 
las distintas fracciones proteicas de la leche (proteínas del 
suero o caseínas), se observa que la pro teasa causa una 
extensa degradación, afectando principalm ente a la K-caseína, 
hecho que es corroborado por la presencia de una banda que 
correspondería a la para-K-caseína. Adem ás de la K-caseína, 
la P-caseína también es degradada rápidam ente, ya que se 
aprecia una disminución en la intensidad de esta banda en el 
gel, mientras que sobre la a-caseína no se aprecia un efecto 
degradativo significativo.

Por otro lado, sobre la fracción de las proteínas del suero 
(a - la c to a lb ú m in a ,  p - la c to g lo b u lin a )  no  se obse rva 
degradación.
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Las p ro te ín as del suero  serían  m ás res is ten tes  a la 
proteólisis por estas enzim as pro teolíticas, seguram ente 
atribuíble a que poseen una estructura terciaria más compacta, 
lo cual las protegería de la acción de la enzim a. Esto no 
ocu rrir ía  en el c a so  de p ro te ín a s  p a rc ia lm e n te  
desnaturalizadas o proteínas con estructuras más abiertas, 
como es el caso de las caseínas, que son más sensibles al 
ataque enzimàtico.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Grieve 
y Kitchen (23), donde se estudió la proteólisis causada en la 
leche por la p resencia de leucocitos y por las p roteasas 
naturales y de origen bacteriano. Los perfiles de degradación 
para el caso de las enzim as bacterianas mostraron que la k - 

caseína fue atacada prontam ente, com o lo indicó la rápida 
aparición de la banda de para-K-caseína, y que la p-caseína 
fue hidrolizada mucho más rápidam ente que la a ,-caseína, 
además de la aparición de ocho fragm entos de hidrólisis, 
provenientes principalm ente de la degradación de la fracción 
de la P-caseína.

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 acción de proteasas de bacterias 
psicrotróficas. Particularm ente se pudo observar que:
- C u ltiv o s  re a liz a d o s  con  le c h e  c ru d a  a 6°C  con  

Pseudom onas flu o rescen s  m uestran una considerab le 
producción de enzim as con elevada actividad proteásica 
a partir de las 72 horas de incubación y cuando el recuento 
bacteriano alcanza los 107 ufc/mL.

- La term oestabilidad de la enzim a encontrada es m ayor 
en la leche c ru d a  qu e  en buffer si se com paran  los 
resultados obtenidos a  130°C.

- La proteasa purificada presenta una actividad del tipo 
am inopeptidasa ya que h idroliza en form a ex tensa al 
sustrato sintético L-leucil-4-nitroanilida.

- Esta enzim a estaría probablem ente asociada a la envoltura 
de la célula bacteriana, según los resultados obtenidos 
del fraccionam iento subcelular.

- Se d e te rm in ó  m e d ia n te  e le c tro fo re s is  en g e le s  de 
poliacrilamida (SDS-PAGE), que la enzim a tiene un peso 
molecular de 49,5 Kd.

- Los re su lta d o s  o b te n id o s  p o r  S D S -P A G E  p a ra  la  
proteólisis causada por la  proteasa purificada, indican que 
el efecto degradativo afectaría en form a casi inm ediata a 
la K -case ína , p a ra  lu e g o  a ta c a r  a la  f ra c c ió n  qu e  
corresponde a la p-caseína y menos visible para el caso 
de la  a - c a s e ín a .  E fe c to s  d e g ra d a tiv o s  no  fu e ro n  
observados sobre la fracción del suero.

E sta in v e s tig a c ió n  fu e  f in a n c ia d a  p o r el P ro y e c to  
FONDECYT 1951116.
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