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RESUMEN. El uso generalizado de la refrigeración de la leche 
cruda ha contribuido a mantener la calidad de ésta pero ha traído 
como consecuencia la selección de una flora psicrotrófica la cual 
durante su desarrollo  produce enzim as term orresistentes 
responsables, en parte, del deterioro de productos de larga vida. 
Dada la condición de prolongada refrigeración de la leche antes 
del procesamiento, se planteó determinar las curvas de crecimiento 
bacteriano a temperaturas entre 2°C y 10°C y las cinéticas de 
producción de proteasas en leche cruda recién ordeñada, inoculadas 
con Pseudomonas fluorescens RV10, utilizando un fermentador 
modular, con mínima agitación bajo condiciones de pH y 
temperatura controlados. Los resultados muestran un desarrollo por 
sobre los IO5 ufc/mL para los cultivos a 6 °C, 8 °C y 10°C a las 30 h 
y con niveles de actividad proteásica superiores a 30 pM p-NA/2h, 
los que se incrementan fuertemente hasta niveles de 80 a 180 pM 
p-NA/2h después de las 50 h de cultivo. Sólo los cultivos a 2°C 
muestran un comportamiento estable con recuentos inferiores y 
sin incremento en la actividad enzimàtica. Una situación intermedia 
puede observarse en los cultivos a 4°C.
Palabras clave: Psicrotróficas en leche cruda, proteasas 
termorresistentes, Pseudomonas fluorescens.

SUMMARY. Growth kinetics and proteases production of 
P seu do m o n a s  f lu o re sc e n s  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 psychr'otrophic 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 determ ine 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 RVIO, using an automatic fermentation system, with 
minimal agitation under conditions of controlled temperature and 
pH. The results show a development over 105 ufc/mL in the cultures 
at 6 °, 8 ° and 10°C during the first 30 h and proteasic activities over 
30 pM p-NA/2h getting levels of de 80 - 180 pM 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.

INTRODUCCION

El alm acenam iento de la leche cruda a temperaturas entre 
4°C  y 8 °C p e rm ite  s e le c c io n a r  m ic ro o rg a n ism o s  
psicrotróficos, que representan m enos del 1 0 % de la flora 
inicial de la leche cruda, donde crecen y se convierten en la 
flora predom inante tras perm anecer de dos a tres días bajo 
condiciones de refrigeración antes de ser som etidas a un 
determ inado proceso térm ico ( 1 -2 ).

En Chile los estanques refrigerados en los campos operan 
a tem peraturas reales alrededor de los 6 °C, lo que sumado al 
transporte (generalm ente no refrigerado) y estadía 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 
se ñ a la d a s . L os m ic ro o rg a n ism o s  p s ic ro tró f ic o s  
predom inantes pertenecen al género Pseudomonas y dentro 
de éste, la especie más com únm ente encontrada en el sur de 
C hile es P seudom onas flu o rescen s  (3), situación que se

también observa en otros países (4).
El problem a de la contam inación de la leche cruda con 

m ic ro o rg an ism o s p s ic ro tró fic o s  d u ran te  las e tap a s  de 
producción y m anejo, es difícil de evitar, al igual que el 
d e te r io ro  p o s te r io r  d e b id o  a la s  c o n d ic io n e s  de 
almacenamiento, y no podría ser elim inado com pletam ente, 
ya que, a pesar de que los m icroorganism os son destruidos 
m ediante los procesos térm icos de pasteurización y de ultra 
alta tem peratura (UHT), las proteasas extracelulares que son 
producidas por estas bacterias durante su crecim iento en la 
etapa de refrigeración de la leche cruda, perm anecen activas 
o parcialm ente activas durante el período de alm acenam iento 
d e l p ro d u c to  te rm in a d o , p re s e n ta n d o  su s e fe c to s  
principalm ente sobre leches fluidas UHT y otros productos 
de larga vida ( 1 -2 ).

La tem peratura de crecim iento tiene un m arcado efecto 
en la producción de proteasas. Por ejemplo, en un estudio 
rea lizado  por F airbairn  y Law  (2-5) con P seudom onas
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fluorescens NCDO 2085  en un cultivo continuo con limitación 
de carbono y siendo 18°C la tem peratura óp tim a para la 
producción total de proteasa, la producción de esta enzim a 
por unidad de peso seco aum entò con la  d ism inución de 
te m p e ra tu ra , m ie n tra s  q u e  la  c a n tid a d  d e  c é lu la s  a 
tem peraturas bajo los 20°C, se redujo con la dism inución de 
tem peratura. Estos resultados apoyan la h ipótesis que las 
bacterias psicro tróficas sin tetizan  m ayores cantidades de 
enzim a a bajas tem peraturas, para com pensar un descenso 
en la actividad de la enzim a ayudando a mantener su velocidad 
de crecim iento a expensas del rendim iento celular.

En un estudio realizado por Juffs (6 ), se estableció que la 
tem peratura y com posición del medio de cultivo afectaría y/ 
o influiría m arcadam ente la producción de estas proteasas en 
Pseudom onas fluorescens  y Pseudom onas aeruginosa. Se 
dem ostró que la tem peratura de incubación influiría en la 
producción de proteasas por unidad de crecim iento en las 
cepas estudiadas, así la producción de proteasas dism inuyó 
cu an d o  la  te m p era tu ra  de c re c im ien to  fue  m enor a la 
tem peratura óptim a para la producción de enzimas.

Celestino, Iyer y Roginski (7) estudiaron el efecto del 
a lm a c e n a m ie n to  r e f r ig e ra d o  en le c h e  c ru d a  en  s ilo s  
verifican d o  el au m en to  de b ac te ria s  p ro teo lític a s  y de 
psic ro tró ficas desde un 47%  a un 80% a las 48±2  h; la 
ac tiv id ad  e n z im à tic a  tam b ién  fu e  m ay o r en las lech e  
refrigerada durante ese período de tiem po respecto de su 
condición inicial.

Debido a la im portancia industrial de estas enzim as y a 
las condiciones del prolongado alm acenam iento, entre el 
ordeño y el procesam iento de la leche, resulta im portante 
conocer el desarrollo de Pseudom onas fluorescens  bajo los 
10°C y, asimism o los niveles de actividad proteásica que son 
detec tados. Según lo  an terio r se p lan teó  com o objetivo  
determ inar las curvas de crecim iento  y de producción de 
proteasas de Pseudom onas fluorescens  a 2°C, 4°C, 6 °C, 8 °C 
y 10°C, en leche cruda recién ordeñada.

MATERIALES Y METODOS

L os cu ltiv o s de P seu d o m o n a s f lu o r e sc e n s  R V 10 se 
realizaron en un ferm entador m odular (Gallenkam p) de 1 L, 
con control autom ático de pH  y tem peratura (+0,2°C) sin 
aireación y con m ínim a agitación, en 500 mL de leche recién 
ordeñada de vacas sanas pertenecientes al fundo Vista Alegre 
de la  U n iv ersid ad  A ustra l de C h ile . L as leches fueron  
inoculadas con un cultivo previo de Pseudomonas fluorescens  
RV10 en caldo cerebro corazón de form a tal de obtener una 
concen tración  inicial de 4 a 6  x l0 3 ufc/m L. Se tom aron 
m uestras cada 2  horas durante 1 0 0  horas y se determ inó cada 
vez el recuento total en placa con Agar Plate Count, de acuerdo 
con H oughtby et al., (8 ) y la actividad proteásica m ediante el 
m étodo de Linden et al. (9), que fue modificado en el presente

trabajo com o sigue: 3 m L de leche se m ezclan con 1 mL de 
una solución de leucyl-p-nitroanilida 6  raM  (Sigm a Chem ical 
Co.) en 20 mM  buffer bis-tris propano (Sigm a Chemical Co.) 
e incubados a 37°C por 2 h, al térm ino del cual se toman 2 
mL de la m ezcla y se mezclan con 4 m L de etanol absoluto 
(M erck), luego de dejar reposar unos m inutos la m ezcla es 
centrifugada a 14.720g por 20 min a 4°C. El sobrenandante 
es extraído con mucho cuidado y se lee su absorbancia a 405 
nm. Se construye una curva de calibración estándar de p- 
nitroanilina (Sigm a Chemical Co.) el rango de 0-200 pm oles/ 
L . La ac tiv idad  p ro teásica  se exp resa  com o pM  de p- 
nitroanilina (pNA) liberados en 2 h a 37°C.

RESULTADOS

En las Figuras 1, 2, 3, 4 y 5 se m uestran 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 
Crecim iento y producción de proteasas 

de Pseudomonas fluorescens  a 2°C
A ctividad Proteásica 

(p M  p-N A /2h)

T iem po (h)

FIGU RA 2 
Crecim iento y producción de proteasas 

de Pseudomonas fluorescens  a 4°C
Actividad Proteásica 

(pM  p-NA/2h)

Tiempo (h)
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FIGURA 3 
Crecim iento y producción de proteasas 

de Pseudom onas fluorescens  a 6 °C
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FIGURA 4 
Crecim iento y producción de proteasas 

de Pseudom onas fluorescens  a 8 °C

A ctiv idad  P ro teásica 

(HM p-N A /2h)

T iem p o  (h)

FIGURA 5 
Crecim iento y producción de proteasas 

de. Pseudom onas fluorescens & 10°C

Actividad Proteásica 
( p M  p-NA/2h)

En relación con el crecim iento, se observa que, en todos 
los cultivos a las diferentes tem peraturas probadas, entre 2°C 
y 10°C, se produjo un aum ento de la m asa bacteriana. Sin 
em bargo, el crecim iento se vió afectado por la tem peratura 
de cultivo. En el cultivo realizado a 2°C, se observa que el 
desarrollo alcanza niveles superiores a 107 ufc/m L, a las 96 
horas de cultivo. A 4°C el nivel de crecim iento bacteriano 
llega a niveles de 5x10 7 ufc/m L a las 100 horas de cultivo. 
Por otro lado, en los cultivos realizados a 6 °C, 8 °C y 10°C, se 
observa que el crecim iento celular alcanza niveles sobre las 
108 u fc /m L , a lrededo r de las 100 h o ras  de cu ltivo . Un 
crecim ien to  sim ilar se ap reció  en los cultivoas a 8 °C y 
10°Calcanzando niveles de 109 ufc/mL.

Al ana lizar en la  sigu ien te  tab la  las ve locidades de 
crecim iento  para cada  tem peratu ra de cultivo, se puede 
observar que ésta aum enta cuando aum enta la tem peratura 
de cultivo, y el tiem po de duplicación prom edio para cada 
tem peratura dism inuye según la tem peratura aumenta.

Temperatura
(°C)

Velocidad específica 
de crecimiento*, p  (h 1)

Tiempo de 
duplicación*, tD (h)

2 o 0,42 1,65
4° 0,49 1,41
6 o 0,52 1,33
8 o 0,63 1 , 1 0

1 0 ° 0 , 6 6 1,05

Tiem po (h)

Promedio de tres determinaciones (DE<0,05)

Con respecto a la actividad proteásica, se puede observar 
que para todas las tem peraturas a las que se trabajó, a partir 
de las 60 horas de cultivo com ienza a elevarse notoriam ente, 
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 pM 
p-NA/2h, respectivamente, a las 100 horas de cultivo.

Para el caso de los cultivos realizados a 2°C y 4°C, se 
ob se rv a  que e x is te  un n o to rio  aum en to  de ac tiv id ad , 
solam ente 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. E ste aum ento  no es ap rec iab le  en los cu ltivos 
realizados a 2°C, m anteniéndose la actividad proteásica en 
un nivel más o m enos constante a lo largo de las 1 0 0  horas 
de cultivo; es así que a las 60 horas se observa una actividad 
proteásica de 20 pM  p-NA/2h y a las 100 horas una actividad 
cercana a los 30 pM  p-NA/2h.

E s im portan te  n o ta r que los n ive les de c rec im ien to  
alcanzados a las 60 horas, para los cultivos realizados a 6 o, 
8 ° y 10°C son cercanos a los 109 ufc/m L. En cam bio, a 2° y 
4°C el nivel de 107 ufc/m L es alcanzado sólo a las 100 y 80 
horas de cultivo, respectivamente.
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Los resultados obtenidos para las curvas de crecim iento a 
6 °C, 8 °C y 10°C, indican que el crecim iento bacteriano es 
considerable a estas tem peraturas llegando a niveles de 1 0 8 

ufc/m L a las 90 horas de cultivo y con velocidades específicas 
de crecim iento de: 0,52, 0,63 y 0,66 h 1, respectivamente; y 
con tiem pos de dup licación  de 1,33, 1,10 y 1,05 horas, 
respectivamente. Para el caso de cultivos a 4°C, se observa 
que la velocidad de crecim iento (0,49 h 1) y el tiem po de 
duplicación (1,41 horas) son sim ilares a los valores obtenidos 
para estos parám etros en cultivos a 6 °C, aunque el crecimiento 
b a c te r ia n o  a 4°C  só lo  a lc a n z a  a 5 x 1 0 7 u fc /m L  
aproxim adam ente, m ientras a 6 °C alcanza a 5x10 8 ufc/m L 
cercano a las 100 horas de cultivo. A 2°C, se observa que el 
crecim iento  bacteriano es m enor que en todos los dem ás 
cultivos con velocidad de crecim iento de 0,42 h*1 y tiempo 
de duplicación de 1,65 horas.

Las curvas de actividad proteásica, indican un m arcado 
aum ento a partir de las 60 horas en los cultivos a 6 o, 8 o y 
10°C con niveles de actividad sobre los 100 pm oles 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 aum ento 
en la actividad proteásica solam ente a esta últim a tem peratura 
de cultivo pero con valores de actividad m enores que en los 
cultivos a 6 o, 8 o y 10°C. A 2°C la actividad proteásica se 
m antiene casi sin aum ento a lo largo del tiempo de cultivo. 
El nivel de crecim iento  bacteriano a 2°C a las 100 horas 
alcanza levemente a las 107 ufc/mL, valor mucho más bajo a 
los niveles alcanzados a las restantes tem peraturas de trabajo.

D ISC U SIO N

La leche cruda a tem peraturas de refrigeración es un 
excelen te m edio de crecim iento  y para la  producción de 
p ro teasas  po r las bac te rias psic ro tró ficas , en este  caso , 
P se u d o m o n a s  f lu o r e s c e n s ,  u n a  de las e sp e c ie s  m ás 
frecuentem ente encontradas en la leche cruda refrigerada de 
la Xa Región de Chile.

Uno de los principales factores que influyen en la calidad 
en los productos lácteos fabricados a partir de leche cruda 
alm acenada a 7°C o menos, por varios días, es el desarrollo 
de la ñ o ra  p s ic ro tró f ic a  y la p ro d u cc ió n  de p ro tea sas  
term oestables ( 1 - 1 0 ).

En el caso de los cultivos a 4o, 6 o, 8 o y 10°C, las enzim as 
com ienzan a ser producidas a partir de las 60 horas de cultivo, 
lo que correspondería al com ienzo de la fase estacionaria del 
crecim iento bacteriano, donde los recuentos están sobre los 
107 ufc/mL. Estos resultados concuerdan con los obtenidos 
por Stead (11), donde 2 cepas de Pseudomonas psicrotróficas 
fueron cultivadas en leche a 7°C y con niveles de crecim iento 
ce rcan o s a 10 8 u fc /m L  y que tam b ién  co in c id e  con el 
com ienzo de la detección de actividad proteásica. También

concuerdan con los resultados obtenidos por Griffiths (12), 
que encontró que la producción de proteasas de 3 cepas de 
P seudom onas flu o rescen s , com ienza al final de la fase 
exponencial e inicio de la fase estacionaria cuando se alcanzó 
un recuento de 3,2x107 ufc/mL. En el estudio realizado por 
Costa, et al. (13), donde se estudió el crecim iento a 4°C de 
la cepa psicrotrófica Pseudomonas fluorescens  RV 10 en leche 
esterilizada entera y descrem ada, tam bién se estableció que 
estas enzim as p ro teo líticas  com ienzan  a ser secretadas 
durante el final de la fase exponencial de crecim iento, cuando 
el recuento alcanza las 107 ufc/mL.

El medio am biente fisiológico influye en la producción 
de las p ro teasas , ya qu e  en este  es tu d io  se ve que la 
producción de las mismas es dependiente de la temperatura; 
a 2°C la producción de enzim a es m ínim a con respecto a los 
valores de actividad obtenidos a otras tem peraturas. A sí 
también, al com parar los resultados obtenidos por Costa (13), 
en los que el crecim iento de Pseudom onas fluorescens  se 
evaluó en leche esterilizada a 121°C durante 15 minutos, la 
velocidad de crecim ien to  es m ayor a cua lqu ie ra  de las 
tem peraturas obtenidas en el presente estudio y el tiempo de 
duplicación es más bajo, es decir el desarrollo bacteriano es 
más rápido. Esto puede deberse a que en el caso de la leche 
cruda se tiene un am biente no estéril por lo cual se produciría 
un efecto de com petición entre la flora nativa de la leche 
cruda y la que es inoculada. A sí en un estudio realizado p o r . 
Cox y M acRae (14) se exam inó la velocidad de crecim iento 
de seis cepas de Pseudom onas fluorescens  en leche de cabra 
cruda y UHT, siendo para todas ellas m ayor el crecim iento 
en la leche UHT.

Los resultados muestran que Pseudom onas fluorescens  
se desa rro lla  po r sobre  los 105 u fc /m L  en leche cruda 
inoculada a niveles de 4 a 6 x 10 8 ufc/m L a tem peraturas de 
6 °C, 8 °C y 10°C a las 30 h y con niveles de activ idad 
p ro te á s ic a  su p e rio re s  a 30  pM  p -N A /2 h , los qu e  se 
incrementan fuertem ente hasta niveles de 80 a 180 pM  p- 
NA/2h luego de las 90 h de cultivo. Por otra parte, en los 
cultivos a 2°C muestran que hay una dism inución con relación 
al c re c im ie n to  b a c te r ia n o  y p o r  c o n s ig u ie n te , un a  
d ism in u c ió n  n o ta b le  en la  p ro d u c c ió n  de e n z im a s  
proteolíticas a esta tem peratura. Una situación interm edia 
puede observarse en los cultivos a 4°C.

Del trabajo se puede concluir que, la leche cruda con 
recuento de psicrotróficas, alm acenada en condiciones de 
refrigeración  sobre  las 30 h puede no ser ap ta para la 
e lab o rac ió n  de lech es U H T po r cu an to  p resen tan  una 
actividad proteásica im portante, lo que puede conducir a un 
acortamiento de la vida útil del producto term inado.

E sta investigación fue financiada por el P royecto N° 
1951116 de FONDECYT, Chile.
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