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RESUMEN

Con la finalidad de evaluar el efecto de las enzimas proteolíticas
sobre la integridad de las caseínas, se midió la proteólisis cuali-
tativa y cuantitativamente. Para ello se seleccionaron cuatro in-
dustrias lácteas 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 refrigeración, las mismas fueron
procesadas para realizar análisis químicos y microbiológicos.
Se discuten los resultados a la luz de los análisis de los perfiles
electroforéticos, método de Hull, recuentos de bacterias psicró-
trofas y proteolíticas. Los datos fueron procesados mediante
análisis de varianza con procedimientos del SAS. Los resulta-
dos mostraron que la leche cruda presentaba una buena cali-
dad química, no así su calidad higiénica. En general, no se ob-
servó proteólisis de las caseínas por la técnica de la electrofore-
sis a pesar de encontrarse recuentos de bacterias psicrótrofas
entre 106 y 107 UFC/mL. Sin embargo, los resultados de la
prueba de Hull revelaron que las leches crudas almacenadas en
frío por más de dos días presentaron una moderada actividad
proteolítica. Por lo tanto, se recomienda que aquellas leches
con alto contenido de bacterias psicrótrofas no deberían ser al-
macenadas en frío por más de dos días, cuando las mismas
van a ser utilizadas para la elaboración de queso.

Palabras clave: Leche, proteólisis, bacterias psicrótrofas, en-
zimas proteolíticas, caseínas.

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

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- 107 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.

INTRODUCCIÓN

La Proteólisis en la leche tiene dos orígenes: el primero
mediante los microorganismos que pueden secretar proteasas
exógenas resistentes al calor y muchas de ellas se desarrollan
durante el almacenamiento en frío de la leche [10]; el segundo
está relacionado con el deterioro de la ubre enferma lo que in-
crementa la cantidad de proteasas endógenas, especialmente
aquellas del sistema plasmina-plasminógeno [21].

Gebre-Egziabher y col. [13] señalan que las proteasas
de la leche cruda (enzimas exógenas) son producidas por bac-
terias psicrótrofas, en especial del género Pseudomonas. Es-
tos microorganismos pueden crecer con facilidad a temperatu-
ra de refrigeración y son eliminados con temperatura de pas-
teurización, 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-Herná-
dez [22] señala que la influencia que tienen estas enzimas so-
bre las características organolépticas de la leche y productos
lácteos, es muy superior en muchos casos a la que pueden
ejercer las enzimas nativas de la leche. Las caseínas de la le-
che están sometidas a la acción de estas enzimas proteolíti-
cas, las cuales causan desestabilización de las micelas de ca-
seínas, hidrolizando más rápidamente a la k-caseína (k-CN)
en una acción similar a la quimosina del cuajo de ternera. La
b-caseína (b-CN) es degradad en menor proporción que la
k-CN y las as1-caseína (as1-CN) y las as2-caseína (as2-CN)
prácticamente no sufren alteración, según lo refieren algunos
autores [1, 13].

Respecto a las enzimas endógenas, Martin-Hernádez
[22] , Barbano [6] y Ballou y col. [5] reportan que en la leche
cruda la más importante es la proteasa alcalina análoga a la
plasmina del suero sanguíneo. La plasmina presente en la le-
che está como plasminógeno precursor inactivo y la presencia
de las células somáticas en una concentración 500.000 cel/mL
resulta en la conversión de cantidades significativas de plasmi-
nógeno en plasmina, incrementándose la proteólisis de las ca-
seínas. La plasmina actúa fundamentalmente sobre la b-CN,
las as2-CN y as1-CN siendo éste el orden de susceptibilidad,
mientras que la k-CN es resistente. La acción sobre la b-CN
conduce a la formación de las g1, g2 y g3 caseína.

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

Con la finalidad de estudiar el efecto entre las proteasas
exógenas y endógenas presentes en la leche cruda y la pro-
teólisis de las caseínas, se analizaron muestras de leche cru-
da almacenada a temperatura de refrigeración en silos de 4 In-
dustrias Lácteas ubicadas en la zona baja del estado Trujillo.
La leche fue procesada para realizar análisis químicos, micro-
biológicos y actividad proteolítica.

MATERIALES Y MÉTODOS

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 año. Las muestras de le-
che fueron recolectadas los días Lunes antes de iniciarse el
procesamiento de la misma, transportadas bajo condiciones
de refrigeración hasta el laboratorio de Productos Lácteos del
Núcleo Universitario “Rafael Rangel”. Las características más
importantes de las industrias se señalan en la TABLA I.

Análisis Químico

Porcentaje de Caseína (CN): La CN se determinó por
doble titulación con formaldehído (acidimetría) de acuerdo al
método de Sorensen, recomendado por Boscán [7].

Actividad proteolítica Total (APT) : La APT fue medida
de acuerdo al método de Hull, utilizando el reactivo de Follin
Ciocalteau. Se preparó una curva estándar con tirosina y la acti-
vidad fue expresada como miligramos de Tirosina por mililitro
(mg Tir/mL) [17]. Núñez y Núñez [24] señalan que este método
cuantifica la acción acumulada de las proteasas de los psicró-
trofos y de las otras bacterias.

Análisis Microbiológico

Recuento de Bacterias Psicrótrofas Totales (RPT): El
RPT se realizó siguiendo la técnica de la Norma FIL- IDF 101
A: [11]. Las diluciones de las muestras se sembraron en Agar
Estándar y se incubaron a 7°C ± 1°C por 10 días. El resultado
se expresó en UFC/mL.

Recuento de Bacterias Psicrótrofas Proteolíticas
(RPP): El recuento de bacterias psicrótrofas proteolíticas se
realizó siguiendo el procedimiento de APHA [4]. Las diluciones
se sembraron en Agar Leche y se incubaron a 7°C ± 1°C por
10 días. El resultado se expreso en UFC/mL.
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TABLA I
CARACTERÍSTICAS DE LAS INDUSTRIAS LÁCTEAS*

Industria Municipio/
Estado

Volumen de leche
recibida L/día

Número de silos
y temperatura
de almacen.

Volumen de  leche
para queso

Tipo de queso Tiempo de Almace.
(días)

1 Sucre/Zulia 170.000 5 / 4-6 °C 170.000 Madurado 2-3

2 Candelaria/Trujillo 138.000 7 / 4 °C 138.000 Madurado y
Fresco

2-3

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

* Información Suministrada por las Industrias.



Recuento de células somáticas ( RCST): El RCST se
realizó 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
cuantificación del contaje celular al microscopio se utilizó un fac-
tor de corrección para el equipo. Los resultados se expresaron
como recuento de células somáticas totales por ml (RCST/mL).

Electroforesis Vertical de las Caseínas: Para separar
las caseínas se precipitó la leche a pH 4,4 con Ácido Acético
concentrado mediante goteo lento, se agitó por 30 min y se
centrifugó a 1200 rpm durante 5 min. El precipitado se resus-
pendió en una solución de úrea 9M+ b-mercaptoetanol 1% y
se llevó a pH 7,0 con NaOH 1N. La dilución de las muestras se
efectuó con agua bidestilada y solución desnaturalizante
(úrea-tris-bmercaptoetanol-azul de bromofenol), se sembraron
15 mL de las mismas en los geles verticales [15].

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

Análisis estadístico

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

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los valores estimados de la media, desviación estándar,
mínimo y máximo de la CN, APT , RCST, RPT, y RPP, están
indicados en la TABLA II.

La calidad higiénica, se determinó por el análisis de al-
gunos parámetros indicadores como lo son el recuento micro-
biológico de psicrótofos totales y psicrótrofos proteolíticos. Las
muestras presentaron valores de 1,1x107 UFC/mL (7,06 log
UFC/mL) para RPT y de 3,5x105 UFC/mL (5,56 log UFC/mL)
para RPP. Guinot-Thomas y col. [16] reportan que el contenido
de bacterias psicrótrofas en la leche cruda se considera como
el parámetro más importante que influye en el comportamiento
de la leche durante el almacenamiento. Una leche con una
buena calidad microbiológica puede ser almacenada a 4ºC du-
rante 48 horas sin que se originen cambios en la composición
físicoquímica, éste almacenamiento permite un incremento en
la flora psicrotrófica, lo cual incrementará la proteólisis de las
caseínas de la leche. En la TABLA II, se observa que las dife-
rentes industrias con leches almacenadas entre 2 y 3 días (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
que provienen de leches crudas con una calidad higiénica defi-
ciente, es decir, con una contaminación inicial elevada, que las
hace inadecuadas para ser almacenadas a temperatura de re-
frigeración y utilizadas para elaboración de quesos, lo mismo
sería válido para la elaboración de leche UAT.

En relación a la calidad sanitaria medida por el RCST
sólo el 24% presentó valores > 400x103, umbral indicativo de
infección mastítica. Según la clasificación de Philpot citado por
Contreras [9], las leches almacenadas en los silos están en la
categoría de leches mezcla sin infección mastítica, con una
buena calidad sanitaria. Las muestras analizadas abarcan un
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TABLA II
PROMEDIOS Y DESVIACIONES ESTÁNDAR DE PARÁMETROS DE CALIDAD DE LA LECHE CRUDA REFRIGERADA

Industria

Parámetro 1 2 3 4 Promedio

Caseína (%) 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±0,02a 0,191±0,02a 0,140±0,03b 0,168±0,05a 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 5,56±0,22 5,59±0,22 5,52±0,22

APT= actividad proteolítica total. RPT= recuento de psicrótofos totales. RPP= recuento de psicrótrofos proteolíticos. RCST= recuento de células
somáticas.   a,b: medias con diferentes superíndices y en una fila difieren significativamente (P<0,05).



amplio rango que va desde 82x103 hasta 882x103 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 determinó el
origen de las bandas por comparación de su movilidad con las
fracciones de caseínas nativas purificadas según bibliografía
[8, 23]. De las cuatro caseínas principales de la leche (as1-CN,
as2-CN, -bCN, -kCN), tres son fácilmente identificables, las
bandas se observan desde la siembra hasta el ánodo y en or-
den de aparición la k-CN, -bCN y as1-CN.

Para facilitar la interpretación de los resultados y orientar
la discusión de los hallazgos obtenidos por otros autores se re-
visa, por una parte la actividad de las enzimas exógenas y por
otra la actividad de las endógenas sobre las caseínas de la le-
che cruda almacenada en frío.

En relación con el efecto de las enzimas exógenas, no
se observó proteólisis principalmente de la k-CN a pesar de
encontrarse el RPT entre 106 y 107 UFC /mL (FIG. 1 a, b, c).

Punch y col., citado por Shah [25] y Guinot-Thomas y col. [16]
señalan que son necesarios niveles >5x106 y 107 UFC/mL de
bacterias psicrótrofas para que ocurra proteólisis y cambios or-
ganolépticos, respectivamente. Sin embargo, Law [20] encon-
tró muy poca hidrólisis de la k y b-caseína en PAGE a pesar
de crecer psicrótrofos proteolíticos 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 y col. [16] señalan que la no proteólisis puede ser debida
a lo no excreción de las proteinasas por encontrarse las bacte-
rias todavía en fase exponencial de crecimiento, a niveles de
106 UFC/mL, o que solamente una pequeña proporción de es-
tos psicrótrofos son caseinolíticos [20]. Investigadores citados
por McKellar y revisados por Allocati [2] sugieren que el núme-
ro de bacterias no es tan importante como el género de las
mismas y las especies dentro del género. Tomando en consi-
deración 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 metabólico
pueden influir en la actividad enzimática.

Respecto a la actividad de la enzimas endógenas sobre
las caseínas, no fue posible observar diferencias en intensidad
de las bandas principales de la b-CN (FIG. 1 a, b, c), probable-
mente debido al bajo número de células somáticas encontra-
das (3,3 x 105 cel/mL), el cual no fue suficiente para producir
proteólisis. Resultados similares fueron reportados por Alloca-
ti [2] en leche crudas almacenadas en frío con valores de re-
cuento de células somáticas entre 4,7 x104 y 1,7 x106 cel/mL.
Klei, y col. [19] consideran que valores de RCST de 870 x 103,
están asociados con una elevada actividad proteolítica cau-
sando una elevada pérdida de las proteínas en el suero y agua
de lavado.

Para determinar el grado de hidrólisis de las proteínas
de la leche se utilizó la técnica de Hull. En la TABLA II y
FIG. 2, se puede observar que la industria 3 que reporta no al-
macenamiento de la leche cruda, presentó los valores más ba-
jos de APT medida como mg tirosina/ml, en comparación con
las industrias 1, 2 y 4 que almacenan en frío por dos o más
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FIGURA 1. ELECTROFORESIS VERTICAL DE MUESTRAS
DE LECHE CRUDA ALMACENADAS EN FRÍO. a) INDUS-
TRIAS 3 y 4, b)  INDUSTRIA 2,  c) INDUSTRIA 1.

5,00

5,50

6,00

6,50

7,00

7,50

1 2 3 4

INDUSTRIA

L
o

g
u

fc
/m

l
y

c
e
l/
m

l

0,100

0,150

0,200

0,250

m
g

T
ir

o
s
in

a
/m

l

� RPT RPPHULL RCST
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días. Es importante señalar que en las muestras de leche ana-
lizadas el 93% de las bacterias presentes fueron del tipo psi-
crótrofas. Por lo tanto, se puede inferir que la degradación
puesta en evidencia por ésta técnica se debió 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 incubación. Senyk y col. [28] muestran que la proteólisis
medida a través de niveles de tirosina aumenta con el incre-
mento de células somáticas. Se puede señalar que leches cru-
das almacenadas en frío por más de dos días, presentaron
una moderada actividad proteolítica, según lo refieren los valo-
res de mgTir./mL de la TABLA II.

Análisis Multivariante

Con la finalidad de obtener más información sobre la re-
laciones existentes entre los diferentes parámetros utilizados,
se realizó un análisis de correlación. Los resultados se mues-
tran en la TABLA III.

El RPT resultó altamente correlacionado con RPP y
RCST. Villar y col. [29] señalan que cuando existe una alta co-
rrelación entre estos dos parámetros, la vida útil de éste tipo
de leches y sus productos puede ser muy corta, estos mismos
autores muestran una correlación menor (r=0,81) a la reporta-
da en este trabajo. Ballou y col. [5] encontraron una asociación
significativa entre RPT y RCST y sugieren el estudio de la aso-
ciación entre estos dos parámetros para el aseguramiento de
la calidad de la leche y consideran que debería ser incluida en
los programas de HACCP de las haciendas. La proteólisis me-
dida como APT arrojó una baja correlación entre las bacterias
y las células somáticas, lo cual confirma lo señalado anterior-
mente respecto a composición de la flora psicrótrofa presencia
de bacterias no muy caseinolíticas RCST muy bajos y/o que
las bacterias se encontraban todavía en fase exponencial de
crecimiento y por tal motivo no tuvieron el tiempo suficiente
para la excreción de las enzimas. Por otro lado, se encontró
una alta correlación entre la CN con RPT, RCST y la APT indi-

cando probablemente la asociación entre estos parámetros y
la degradación de las caseínas.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIÓN

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

La calidad sanitaria es aceptable y se pueden considerar
como leches mezclas sin infección mastítica.

No se observó proteólisis de las caseínas, por la técnica
de la electroforesis, a pesar de que las leches almacenadas en
los silos de las industrias presentaron elevados RPT, RPP.

Se observó que la leche almacenada por 2-3 días en frío
presentaron una moderada actividad proteolítica.

Se recomienda hacer un estudio que permita identificar
las especies dentro del género de las bacterias psicrotrófas
proteolíticas encontradas en las leches almacenadas en frío,
así como sus condiciones metabólicas.
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