55

, @)
)0
2 9

Universidad Nacional Autonoma
de México

FACULTAD DE CIENCIAS

"MICROBIOLOGIA Y BIOQUIMICA
DE LOS QUESOS MADURADOS POR

HONGOS DEL GENERO PENICILLIUM"

TESIS

Que para obtener el Titulo de:
BIOLOGO

Presenta:

Alejandro Diaz T%Qnﬁ?s'ﬂs P,
. N < i

S o i,
a gl “
S
i
1996 pacorrap r cuncisd
TESIS CON o BECCION ESCOLAR
N i
FALLA T3 coicay =
TESIS CON

FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



SS



]

&
Wy pd

VNIVER4DAD NACJONAL
AVENMA DE
MEixico

M. en C. Virginia Abrin Batule
Jefe de la Division de iEstudios Profesionales de la
Facultad de Ciencias

Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo de Tesis:

"Microbiologfa y bioquimica de los quesos madurados por hongos del género

Penicillium”

realizado por

Alejandro Diaz Torres

con nimero de cuenta 84532075 , pasante de la carrera de Biologia

Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Director de Tesis
Propietario

Propietario
Propietario
Suplente

Suplente

Atentamente

Dr, Alvaro Argaiz Jamet

M., EN C.Joaquin Cifuentes Blanco

Dr. Miguel Ulloa Sosa

M. en C. Ana Adela Sanchez Mendoza

M, en C. José Luis Villarruel Ordaz

ogls

S,
/ /////0 /%/ 'z
-+
‘ Jadl
‘\/wqu ( Ulioaslos,
e
“ ‘/ /



iNDICE

.- INTRODUCCION
1. Antecedentes historicos
2. Clasificacién de los quesos
3. La leche: materia prima de los quesos
4. Secuencia generalizada de la elaboracion de los quesos

I1.- PROCESO DE MADURACION DE LOS QUESOS
I. Quesos madurados por bacterias y levaduras
2. Quesos madurados por hongos

I11.- CARACTERIZACION BIOLOGICA DE LAS DOS PRINCIPALES ESPECIES
DE Penicillium INVOLUCRADAS EN LA MADURACION DE LOS QUESOS

1. Métodos de obtencion de esporas de P. roquefortti Thom y P. camembertii Thom
a. Produccion en gran escala de esporas de P._camembertii

b. Produccion de esporas de P._roquefortii

IV.- QUESOS MADURADOS POR P. roquefortii y P. camembertii Y SU PROCESO DE
ELABORACION

1. Quesos de vena azul
2. Quesos suaves o de maduracion superficial

V.- SECUENCIA DE CAMBIOS MICROBIOLOGICOS Y BIOQUIMICOS DURANTE LA
MADURACION DE LOS QUESOS MADURADOS POR HONGOS
1. Secuencia microbiolégica.

2. Proteélisis y degradacion de los aminodcidos
a. Intensidad de la protedlisis
b. Protedlisis de origen no filngico
c.Efecto de Penicillium en Ia protedlisis
i) Propicdades de las proteinasas
ii) Accion de las proteinasas en los quesos
iii) Propiedades de las peptidasas.
d. Catabolismo de los aminoacidos
3. Lipolisis.
a. Grado de lipdlisis
b. Propiedades y efectos de las lipasas de Penicillium
¢. Acidos grasos y su conversién a metil-cetonas
4. Degradacion de la lactosa y contenido de acido lctico



VI.- RELACION DE LOS COMPUESTOS FORMADOS DURANTE LA MADURACION CON
LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL QUESO.

1. Acidos grasos libres
2. Metil-cetonas
3. Alcoholes secundarios
4. Proteinas
5. Péptidos
6. Aminoacidos
7. Amoniaco y aminas
8. Aldchidos y alcoholes
9. Compuestos sulfurados y fenoles

10. Pirazinas

VII.- PROBLEMAS MICROBIOLOGICOS Y BIOQUIMICOS DURANTE Y DESPUES DE LA
MADURACION
1. Problemas microbioldgicos
2. Problemas bioguimicos - micotoxinas

BIBLIOGRAFIA

APENDICES



L. INTRODUCCION

Los hongos han tenido un papel notable en su relacion con ¢l hombre desde sus inicios. Asi,
podemos hablar de los hongos como agentes de enfermedades, tanto en ¢l hombre, los animales y las
plantas, como contaminantes de granos y scmillas durante su almacenamiento, y también como
productores de sustancias nocivas conocidas como micotoxinas, especialmente importantes en los
alimentos. Pero asi también se puede considerar su particular papel en la produccion de sustancias
benéficas, tales como firmacos, como la penicilina y la ergotina; sustancias como ¢l ctanol, ¢l dcido
acético o el acido citrico, asi como un niimero dificilmente determinable de enzimas atiles. El
conocimiento de estas capacidades de los hongos y de su utilizacion ha significado avances en varios
campos, uno de los cuales es la alimentacion.

Este trabajo trata del conjunto de acciones que Hevan a cabo casi en su totalidad dos especies
fingicas, que dan lugar a una gama completa de los derivados lacteos: los quesos madurados por
hongos.

1. Antecedentes histéricos

La leche es un producto que ha sido utilizado desde ticmpos muy antiguos, y a pesar de que

no se conoce con exactitud cuando el hombre primitivo domesticd a Ia vaca, la cabra u otro animal
para la produccion de leche, existen evidencias arqueoldgicas en el desicrto libio, de vacas que eran
dedicadas a este fin y que datan de 9,000 A.C.' Muy probablemente, en leche sobrante o no
inmediatamente utilizada, ocurrid de manera natural la precipitacion de la caseina (principal proteina
de la leche), fonmando lo que se conoce como cuajo, y sin duda se observo que en algunos casos el
cuajo formado tenia olor y sabor agradables, de caracteristicas suavemente dcidas, mientras que en
otros casos, la leche se volvia putrefacta y causaba enfermedad si era consumida,
Por otro lado, entre las civilizaciones antiguas era una practica comun el almacenar agua en pieles de
animales, y usaban e¢specialmente la piel estomacal. Sin duda, la leche fue almacenada en forma
similar.Cuando las enzimas estomacales, especialmente la renina, ¢s decir quimosina_y pepsina,
actuaban en combinacion con la flora bacteriana natural de la leche, se formaba un cuajo.

Ya cn algunos libros biblicos del Antiguo Testamento, se hacen referencias del queso como
alimento; por lo tanto, en algin tiempo entre la domesticacion de la vaca y otros animales, alrededor
de 9,000 A.C. y los primeros tiempos biblicos, 5,000 a 3,000 A.C.} sc desarrollaron los
procedimientos de elaboracion de los quesos.

Desde entonces, ¢l queso ha tenido un lugar importante en todas las civilizaciones
importantes del mundo. Como ¢jemplos se pueden citar los siguientes: algunos escritos de oriente de
2,000 A.C. citan al queso como un alimento altamente apreciado y que era utilizado frecuentemente
como medio de intercambio por otros articulos. Los griegos pensaban que el queso tenia un origen
divino y lo ofrecian en sacrifio a sus dioses. Los romanos fueron muy diestros en la elaboracion de
quesos y favorecicron a un queso en especial, hecho en la isla de Chipre, como una delicadeza.
Algunos soldados ¢n los primeros siglos cristianos y a lo largo de los tiempos de Genkis Khan
llevaban quesos consigo como provisiones. Posteriormente, en el tiempo de las Cruzadas, entre los



siglos X1 v X1, ¢l queso era un alimento va bien establecido en todo el Oriente. Asi, al regresar los
cruzados a Europa, trajeron consigo quesos de vanos tipos. asi como la informacion para su
claboracion.”

Durante la Edad Media se claboraban en Europa una considerable variedad de quesos, entre
fos que ya figuraban el Roquefont, el Suizo, ef Gouda y ¢l Sapsago, todos cllos bajo la proteccion de
la Iglesia. De esta herencia provienen también quesos tales como cf Port du Salut, ¢l Trappist y ¢l
Oka.

En ol caso de Aménca del Norte, los quesos fueron introducidos por los primeros
colonizadores ingleses. Tanto el Cheddar como el Cottage eran de tipo casero y se elaboraban ademas
muchas otras variedades, especialmente en Wisconsin, por inmigranes que gustaban todavia de
variedades curopcas.4

México, por su parte, conocio los quesos con la Hegada de los colonizadores de Espaiia. En
nuestros dias, ¢n este pais, los quesos no madurados comprenden mds de un 90% del total de la
produccion nacional, principalmente los tipos fresco y Oaxaca.

Actualmente ¢l queso c¢s considerado como el grupo de productos Jacteos mas diverso,
complejo e intercsante desde el punto de vista cientifico , v se producen mas de 107 toneladas de 500
varicdades en todo ef mundo.®

2. Clasificacion de los quesos

En cuanto a la manera de clasificar los quesos, se pueden usar varios factores como base,
por lo que en muchas ocasiones ¢sta varia dependiendo del autor que haga la referencia. Quizas la
clasificacion mas usual ¢s aquella que toma como base fa textura o grado de dureza alcanzado
después de la maduracion 6 {Fig. 1.

Segiin Fox, " existen en todo ¢l mundo 500 variedades de queso, que pueden ser clasificadas
en 20 familias v pueden dividirse ademas en tres grandes grupos, basindose en el método de
coagulacion, que puede ser enzimatica (renina), isocléctrica (dcida) o una combinacion de calor y
dcido. Tomando en cuenta esta division, es importante hacer notar que la mayoria de los quesos, y
probablemente todas las variedades de quesos madurados se producen mediante coagulacion por
rening, mientras que la mayoria de los quesos frescos se producen por coagulacion acida o calor-
acido.

Kosikowski (1982)® cita ademis otra clasificacion que separara a los quesos en cuatro
grupos, basindose cnt los niveles de humedad:

a) Humedad muy alta (80 - 55%): Cottage, Ricotta, Impastata, Neufchatel, Crema.

b) Humedad alta: (35 - 45%): Mozzarella, Camembert, Brie, Pizza, Azul,

¢) Humedad media (43 - 34%): Edam, Brick, Suizo, Cheddar, Provolone.

d) Humedad baja (34 - 13%): Romano, Parmesano, Ricotta scco, Gjetost, Mysost.

Pero atn Kostkowski reconoce que esta clasificacion es poco apropiada porque da poca informacion
del queso misnio, ya que la humedad absoluta - sin consideracion de fa temperatura y la humedad
relativa a la que ¢l queso ¢s expuesto - tiene poca refacton con las propiedades finales del queso.

Otro criterio ¢s la edad; toniando como base este criterio se encucntra la dificultad de situar
algunos quesos, como p.e. Cheddar, Swizo y Asiago, ya que se pueden consumir entre Jos 2 y 24
meses. En cuanto a los agentes de maduracion, se puede decir que pueden dar una idea mds completa
del queso, pero tan sélo unos pocos quesos (Roquefort, Camembert, Brick, Suizo) se pueden
caracterizar por agentes de maduracion distintivos. De hecho se discute que las bacetrias endogenas y
los cultivos bacterianos lacteos agregados son tan importantes en la transformacion del queso como



los organismos ¢speciales. Finatmente, se puede argumentar que en la clasificacion basada en Ia
reologia, es decir ,la dureza o suavidad de un cuerpo, no se usan mediciones objetivas. Por lo tamo
st deduce que existe 1a necesidad de establecer mejores medios de clasificacion basica y universal.”

3. La leche: materia prima de los quesos

La leche es fa seerecion natural de las glandulas mamarias del grupo de animales lamados
mamifcros con base en esta caracteristica. La leche comienza a fluir poco despuds det nacimiento de
fa cria y continia durante ¢l periodo de lactancia propio de cada uspuun En el caso de los animales
domesticados ¢l praceso es modificado por et hombre, como p.c. el ganado vacuno, en el que las crias
soh dcstuadas poco tiempo después del nacimiento y la leche producida es utilizada para el consumo
humano.” En ¢l mundo occidental, la mayor parte de la leche proviene de vacas y una proporcion
mucho menor du ammaks que prevalecen en areas especificas, como son las ovejas, las cabras y los
bifalos de Agua

La teche es un fluido complejo y de composicion heterogénea, que contiene mas de 100
constituyentes identificados y que consiste ¢n una emulsion de aceite en agua, la cual esta
estabilizada por fosfolipidos y proteinas, adsorbidos en la superficie de los glébulos de grasa.
También contiene vitaminas hidrosolubles del grupo B: tiamina (B1), riboflamina (B2), piridoxina
(B6), niacina, dcido pantoténico, biotina y acido folico, vitamina C, vitaminas liposolubles (A, D, E,
K), sales, citratos, enzimas y ¢l carbohidrato lactosa " y su contenido de agua promedio es de 87%.

La caseina, que s la proteina predominante en la leche de vaca - aprox. 2.5-3.5% cn peso
(Tabla 1), ¢s una mezcla coloidal de fosfoproteinas, que precipitan a temperatura ambiente al punto
isaetéctrica de 4.6. Cuando 1a renina actiia sobre ella, la moldcula original se divide en dos moléculas
de paracasema las que reaccionan inmediatamente con el Ca’™ presente para formar un coigulo
suave.* En Ia practica comun de claboracion de quesos, después de que la caseiua ha sido separada,
se¢ procede a coagular la factoalbiimina y la globulina mediante la ebullicion del suero sobrante. La
atbiimina es utilizada para la preparacion de quesos de suero, como el Ricotta, Primost, Gjetost,
Mascarone y Schottenziger. La lactoalbimina y la globulina del suero son estables ante tratamientos
acidos y térmicos.

Los constituyentes nitrogenados no proteicos incliyen amoniaco, aminodcidos, urea, purinas,
pirimidinas y acido hipiirico en los limites de 0.1 a 0.01%. Existe una cantidad suficiente de
constituyentes no proteicos para permitir el crecimiento indefinido de especics bacterianas tales como
Ias dcido lacticas, Ias cuales no elaboran enzimas protcoliticas.l3

Casi toda la fraccion grasa de la leche consiste en una mezcla de triglicéridos. Los esteroles,
carotenoides, vitaminas A, D y E constituyen menos del 5% en peso de la leche. Los dcidos grasos
de los triglicéridos varian en tamafio desde 4 a mds de 20 dtomos de carbono. Menos del 2.5 % de los
dcidos tienen cadenas ramificadas. Los acidos grasos son sintetizados a partir de acido acctlco el
cual a su vez ¢s producido en el rumen a través de fermentacién bacteriana. El dcido palnutlco yel
estedrico son los que se presentan en una mayor proporcidn entre los acidos grasos, ya que
constituyen casi un 40% del contenido total, micutras que los acidos oléico y vacénico, que poseen un
enlace insaturado, constituyen cerca del 30%. También estin presentes t.n ordm descendente de
importancia los dcidos caproico y cprico, asi como algunos acidos capnhcos Este grupo de acidos
grasos de bajo peso molecular, junto con ¢l acido butirico, equivalen aproximadamente al 9% en peso
de la grasa de la leche. '3

Una pequeiin proporeién de acidos grasos tiene especial interés por estar relacionados
directamente con cierto tipo de sabores, tanto de Ia leche en si como de sus productos. Este grupo se



caracteriza por tener de dos a cinco enlaces dobles, y estos sitios de enlace son un facil punto de
ataque por bacterias, que causan fn ruptura de los dcidos grasos, dando asi lugar a molc.cuhs
pequefias que contribuven en gran medida al sabor caracteristico de varios tipos de qmso
Asiinismo, cstos enfaces son ficibmente oxidados produciendo perdxidos, que son responsables cn
gran medida de un sabor rancio (oxidado).'®

La lactosa, el azicar principal de la leche, es un disacindo B-D-galactopiranosit-1:4--D-
glucopiranosa, que puede ser fermentada por estreptococos v lactobacilos hasta acido lactico; sin
embargo, durante la claboracion de los quesos, es relativamente pequedia ta proporcion de lactosa que
se fermenta y la mayor parte del aziicar sigue presente en cf suero. La lactosa produce algunos
problemas intestinales a gente no acostumbrada a consumir leche y esta intolerancia estd muy
difundida en paises en desarrollo. Por tal motivo, fa feche que es enviada a estos paises en programas
de asistencia ¢s tratada primeramente con la enzima lnuam que se abtiene de levaduras, pam
degradar la lactosa en sus monosacaridos constituy entes.!

En fa leche cruda, la variedad de organismos que se pueden desarrollar depende de fa
introduccion directa de microorganismos, las condiciones sanitarias, la temperatura v algunos otros
factores ambientales. Segin Pederson (1979), los organismos que se espera crezean primero en la
leche son_Streptococcus lactis (Lister) Lolwis y Streptococeus cremoris  Orla-Jensen, aunque en
lugares tropicales se espera que predomine_Streptococcus termmophilus. Todos estos organisimos
producen suficiente acido como para prevenir el crecimiento de organismos no tolerantes al dcido que
producen pudricion, mientras que promueve ¢l crecimiento de bacterias lacticas mas tolerantes al

Acido, talus como Lactobacitus bulgaricus Orla-Jensen y Lactobacitlus casei (Ora-Jensen) Hansen &
Lessel.”

4. Secuencia generalizada de la elaboracion de quesos

Practicamente todas las variedades de quesos se claboran siguiendo la secuencia de nueve
pasos bdsicos que se presenta a continuacion, variando el énfasis de cada paso segin lo requiera la
variedad de que se trate:

a) Preparacion de fa leche. Para Ia incorporacion de cultivos adecuados de microorganismos y para la
formacion del cuajo, ya sea acido o de renina,

b) Corte o ruptura del cuajo.Su finalidad es incrementar 1a expulsion del sucro, ademas de que ayuda
al paso siguiente, pues aumenta el area de exposicion.

¢} Cocido del cuajo. Este paso ayvuda a contraer los cuajos para proseguir la remocion del sucro,
ademds de que aumenta la textura y determina ¢l contenido de humedad.

d) Drenado. Separa ain mas cl suero residual,

¢) Enmaliado. Transforma el cuajo en la textura caracteristica del queso deseado, ademas de que le
da tiempo para ¢! desarrollo dcido v ayuda al control de humedad.

f) Salado. La adicion de NaCl influye en el sabor, ta humedad v 1a textura.

g) Prensado. Da fa forma descada y permite su configuracion en un cuerpo consistente,

h) Incorporacidn de microorganisinos caracteristicos. Esta incorporacion depende del tipo de queso
desendo, pues sera responsable en gran parte de las caracteristicas finales del queso.

i) Alm'xcux'mt}u.mo Mantenimicento del queso en las condiciones adecuadas para el crecimento de los
Organismos.




II. PROCESO DE MADURACION DE LOS QUESOS

Algunos quesos, como el cottage o ¢l queso crema, son consumidos como frescos, )
representan una gran proporeion dentro del consumo de quesos en muchos paises: sin embargo, la
mayoria de variedades de queso en general no estan listas para ¢l consumo sino hasta después de ser
expuestas a un periodo de maduracion, que puede variar entre 4 semanas y 2 aiios, habiendo
variedades que puudo.n consumirse en diferentes ctapas de maduracion, segiin las preferencias con
respecto al sabor.™ Por lo tanto, a pesar de que todos los quesos reciben cierto grado de maduracién,
ya que en todos estan presentes bacterias activas, asi como cnzimas, que pueden causar la
degradacion de ciertos componencles como grasas, profcinas o azicares, si son expuestos a
temperaturas superiores & 4°C, aun.por periodos reducidos de tiempo, mas estrictamente se hace
referencia a quesos madurados, como aquellos que son expuestos de manera explicita a temperaturas
bien determinadas y durante periodos de tiempo definidos, a fin promover la accion de bacterias y/o
enzimas que transforman el cuajo en un queso con sabor, apariencia y texturas especificos. Una
caracterisitca adicional dc los quesos madurados e¢s que la coagulacion se lleva a cabo casi
exclusivamente con renina.’

Durante la maduracion actian combinadamente varios agentes, que pueden ser algunos de los
siguicentes o todos ellos:

-Coagulante (renina).

-Bacterias iniciadoras v enzimas.

-Microflora secundaria v sus enzimas. En este caso puede tratarse de la microflora enddgena
sobreviviente a la pasteurizacion o que se hubiera reincorporado despucs de la pasteurizacion, o bien
de cultivos especificos afiadidos al cuajo, p.c. Propionibacterium en el tipo Suizo, P._roquefortii
Thom en el caso de Roquefort, y P. camembertii Thom en ¢l Camembert. Asimisino, los quesos
pueden adquirir una microflora superficial del ambiente del sitio de maduracion, p.e. Brevibacterium
linens (Wolff) Breed cn Tilsit, Limburger, Miinster y otros quesos curopeos.

-Enzimas endogenas de la leche, cspccmlmcntc proteasas y hipasas, que son particularmente
importantes cn los quesos hiechos con lcchc cruda, ™2

El proceso de maduracion u\ su conjunto involucra una serie compleja de cambios
bioquimicos, fisicos y fisicoquimicos 2* (Figs. 2 v 11). Los procesos bioquimicos iniciales son la
hidrolizacion, llevada a cabo tanto por bacterias como por enzimas, de grasa, proteinas, lactosa y
otros compuestos. Esta degradacion da lugar a un cuerpo mas suave v un sabor mas aromitico, que
tiene relacion principalmente con la transformacion de las proteinas de una forma rigida ¢ insoluble a
formas mtroguladas solubles, asi como de la grasa que se degrada en Acidos grasos libres y
glicerol 22

Durante la maduracion, ¢l oxigeno utilizable es consumido rapidamente por las bacterias, por
lo que el interior del queso cambia en muy poco tiempo a un estado anaerobio. En cuanto a
carbohidratos s¢ reficre, en aproximadamente 2 semanas, la lactosa es degradada en otros
compuestos, quedando sélo trazas de azicares. En la maduracién normal de los quesos se produce
bioxido de carbono como producto final a una tasa lenta y constante. Una fuente importante de este
gas ¢s la descarboxilacion de aminodcidos que son liberados durante el proceso. En algunos quesos,
como Camembert, Brie y Limburger, la produccion de bioxido de carbono puede ser acompaiiada por
amoniaco libre resultante de la desaminacion de ciertos aminodcidos. La tasa de produccion del




amoniaco s merementa con la clevacion normal del pH del queso durante ¢l proceso de
maduracion.®? En esta seric de cambios se ineluye la produccion de una gran variedad de
componentes hidrosolubles muy importantes para ¢l sabor, como son péptidos, anunodcidos. aminas
v productos carbonilicos. Se presume que cs la proporuon adecvada de cada uno de cstos
componentes lo que da a un queso madurado su sabor tipico. M2 Asimismo, esta serie de cambios
involuera la produccion de una gran cantidad de compuestos volatiles, como por ¢jemplo dcidos
grasos, metil-cetonas. alcolioles seeundarios v ésteres metilicos vy uuhcos Algunos de estos
compuestos contribuyen en gran medida al aroma de los quesos madurados. 2

Desde el punto de vista téenico, un queso es madurado al colocarlo en un cuarto con
temperatura controlada, a una humedad relativa optima por 2 a 48 meses. El queso puede ser
encerado, envuelto en papel plastico. o bien su superficic puede ser desecada, o puede simplemente
lubricarse su superficie después de sacarlo de la prensa o bien puede mantenerse intacto. Durante la
maduracién el queso puede ser volteado o no, asi como puede ser salado en su superficie y/o limpiado
periodicamente. El queso sin cascara nunca es volteado en fa maduracion. P

A pesar de que durante fa maduracion se levan a cabo un juego tan complejo de procesos
bioquimicos, como son glicolisis, lipolisis v protedlisis. seguidos o sobrelapados por desaminacion,
descarboxilacion, desulfuracion, f-oxidacion v algunos cambios sinéticos. como p.e¢. esterificacion.
La degradacion de las proteinas (proteolisis) es considerada por muchos mvestigadores como la
reaceion principal en la maduracion de los quesos.

1. Quesos madurados por bacterias y levaduras

Durante ¢l periodo de maduracion de los quesos, algunos microorganismos se desarrollan en
su superficic. En algunos casos, la presencia de estos microorganismos es indeseable, pues sc
consideran contaminantes que pudicran afectar las caracteristicas finales deseadas en el queso
madurado. En cstos casos, los quesos requicren de ser limpiados periodicamente, o bien ser
envueltos, a fin de proteger su superficie de tales contaminantes potenciales; éste ¢s el caso de los
quesos duros vy de los quesos semiduros madurados internamente por medio de la combinacion de
enzimas enddgenas de Ia leche y de enzimas microbianas dispersas en todo el cuerpo del qucso,"

Sin embargo. existe un grupo de quesos en los que ¢l desarrollo de microorganismos
superficiales -que llegan incluso a formar una verdadera capa viscosa (rojo-anaranjada)- s no sélo
deseable sino necesario para conseguir las caracteristicas organolépticas en ¢l queso que lo hacen
distintivo. Este tipo de quesos son principalmente de tipo blando y maduran desde la superficie hacia
¢l interior a través de la accion de enzimas secretadas por los microorganismos de la capa superficial.
Existen también algunos quesos semiduros que maduran de la misma manera, pero aunado a la
accion de enzimas presentes en el interior. En algunos casos se ha notado que 1a presencia de esta
capa, aunque ho formada intencionalmente, en ciertos quesos duros ha contribuido favorablemente al
sabor.

Podemos dividir en tres grados Ia influencia de Ia capa superficial de microorganisnios en las
cualidades organolépticas de algunos quesos:

a) Significativa: Tilsiter, Gruyere, Beaufort, Appenzeller.
b) De Mayor Importancia: Trappist, Mimster, Bnck
¢) Esencial: Romadour, Lederkranz, Saint Paulin. 2




Desde el punto de vista microbiologico, la microflora superficial depende de los
microorganismos presentes en la salmuera v en los cuartos de maduracion, aunque en términos
generales se sigue un patrén simular al siguiente: los primeros microorganismos cn desarrollarse son
levaduras que toleran el pH bajo y altas coneentraciones de NaCl: ocasionalmente son acompaiiadas
por la presencia de Geotrichum candidum Link ex Leman. Después de que la acidez ha declinado por
la accion de las levaduras. se desarrollan formas bacterianas corineformes. Brevibacterium linens es
la forma predominante y ¢s esta bacteria la que produce ¢f color caracteristico rojo-anaranjado de la
capa superficial, aunque pueden presentarse algunos otros microroganismos.

Con base en muchos trabajos de investigacion se ha dilncidado el papel decisivo que tiene la
capa superficial de microorgamsmos en ¢l proceso de maduracién de los llamados quesos madurados
por bacterias.

2, Quesos madurados por hongos

Como nornw general, al hablar de quesos madurados por hongos, siempre pensamos en los
quesos Roquefort y Camembert, asi como en sus tipos relacionados, aunque realmente no son dstos
los finicos quesos madurados por hongos, ademas de que no son los hongos los (nicos agentes
responsables de la maduracién, aunque si los principales; fos muchos millones de bacterias en el
interior de los quesos, asi como las levaduras y las bacterias suPcrﬁcinlcs presentes tambicn juegan
un importante papel en la maduracion de esta familia de qucsos.2 '

En realidad, existe un pequeiio nimero de otros quesos madurados por hongos, que son muy
poco conocidos. ya que son producidos generalmente en pequefias cautidades. En Francia, por
ejemplo, existen las variedades llamadas "Saint-Nectaire” y "Tome de Savoie”, cuyas superficies
estan cubiertas con una compleja micobiota entre fa que se cuentan especies de Penicillium, Mucor,
Cladosporium, Geotrichum, Epicoccum y Sporotrichum. En la superficie de algunas especies
italianas de queso también se ha descrito [a presencia de al[,;unos hongos, como por e¢jemplo
Penicillium y Mucor_en Taleggio y Geotrichum en Robiola.®” Asimismo, en Japon existe una
-ariedad de queso de soya en el que Aspergitlus oryzae cs ¢l hongo mas comin. Ganunelost, por su
parte, es un queso semiduro hecho en Noruega a partir de leche descremada, cuya superficie cs
rociada cont una suspension de Mucor rasmusen. EI queso madura en un mes y adquiere un sabor
especialimente aromdtico y picante. El hecho de no usar leche entera en la elaboracion de este queso
se debe a que el hongo Mucor tiene un sistema enzimatico lipolitico muy fuerte que descompone la
grasa excesivamente a un sabor demasiado rancio. De hecho, ¢l sabor normal def queso, hecho con
leche descremada, ¢s un verdadero reto para aquellos que lo degustan, de tal manera que ha sido
flamado el queso del "hombre fuerte” y es especialmente consunudo por montaitistas.*®

Algunos tipos de queso madurado por hongos son producidos en combinacidn con la bacteria
Brevibacterium linens, como por ejemplo ¢l auténtico Brie francés. Tanto el hongo como Ia bacteria
crecen en la superficic para dar las caracteristicas distintivas al queso. Existen quesos solo
distribuidos domésticamente que poseen sabores anicos debido a que presentan en su superficic una
gran variedad de especies de hongos. El color que presentan varia de anaranjado a amarillo, o de
verde v azul a blanco, v cn ocasiones todas estas coloraciones aparecen en un solo qucso.26

En todos los casos de intervencion de hongos en quesos es importante tomar en cuenta que la
presencia de cspecies exoticas puede representar un riesgo, debido a la capacidad de estos
organismos para producir acido n-propionico, aflatoxinas y toxinas % todos ellos metabolitos
toxicos sobre los que se profundizard mds adelante.
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11l. CARACTERIZACION BIOLOGICA DE LAS DOS PRINCIPALES ESPECIES DE
Penicillium INVOLUCRADAS EN LA MADURACION DE LOS QUESOS

L . . : 29
(Las dos siguientes carcterizaciones son una traduccion textual de Pitt, 1979 °7)

1. Género: Penicillium
Subgénero: Penicillium
Sernie: Varicata
Especie: Penicillium roquefortii Thom, 1906,

- CELA (Czapek - extracto de levadura - agar), 25°C, 7 dias: Colonias de 40-70 mm de diametro,
planas o lgeramente sulcadas radiaimente, estrictamente velutinas; margenes bajos, cominmente
irregulares, frecuentemente abiertos y parcialmente sumergidos; micclio inconspicuo, blanco;
conidiogénesis de moderada a marcada, en los mirgenes gris turquesa (M. 24C3-4) o casi azul cielo
glauco (R. 93), predominantemente verde mate (M. 25-26E4) o entre verde pistache y verde-azul
glauco (R. 92-94), y algunas veces color café olivo en el centro (M.4D3-4) o casi color miel (R.63),
exudado y pigmento soluble ausentes: reverso claro, café, o de verde a verde azul profundo, casi
negro.

- Conididforos: Nacen de las hifas subsuperficiales, estipites de 100-200 x 4.0-5.0 pm, con paredes
delgadas y caracteristicamente tuberculadas, que presentan penicilos grandes terminales, tipicamente
terverticilados, ocasionabmente cuadriverticilados, o raramente biverticilados, con  elementos
adpresos; usualmente una rama por penicilo, de 15-40 x 3.0-4.0 pum, con paredes tuberculadas;
ramulas algunas veces presentes, de tamaiio intermedio entre las ramas y las métulas; métulas 2-3
por rama, de (10-)12-15(-20) x 3.0-4.0 pm, usualmente con paredes tuberculadas; fidlides en
verticilos de 5-8, ampuliformes, cominmente de 8-10 x 2.5-3.0 m, con cuellos cortos; conidios
tipicamente esféricos, relativamente grandes, de 3.5-4.0 (-6) pm de diametro, con paredes delgadas,
perfectamente lisas, con apariencia verde oscura en masa, nacidos en columnas largas cerradamente o
de irregular a desordenadamente empacadas.

- Tipificacion: La cepa Herb, IMI 24313 se designa aqui como lectotipo de P._roquefortii: de Thom
(18) a NRRL (849) 1940, a LSHB (PY3), a CMI 1948,

- Caracteristicas distintivas: P. roquefortii es la inica especie en la serie que crece muy rapidamente y
produce colonias bajas y velutinas, que presentan estipites con paredes tuberculadas y conidios
grandes, esféricos y con paredes lisas.

- Nomenclatura: Al describir a P._rogquefortii como especie nueva, Thom (1906) noté que los
aislamientos en cuestion se conocian cominmente como P._glaucum en la industria quesera, pero sin
evidencia de que estuvieran relacionados con Penicillium glaucum Link ex Grev. Este nombre ha sido
una fuente persistente de error, vy es invalidado.

- Taxonomia: Se le han dado algunos otros epitetos a los mohos azules o verdes de los quesos. Se han
tomado en cuenta a Thom (1930) v Raper y Thom (1949) al colocarlos en sinonimia con P.
roquefortii. A pesar de que la elaboracion de variedades particulares de quesos depende
indudablemente del uso de cepas especificas del hongo, éstas son indistinguibles bajo las condiciones
usadas para la clasificacion de especies, por lo cual no son reconocidas como especies separadas.
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- Afinidades' De las espectes de la serie, P.roquefortii tiene el mayor nimero de caracteres en comn
con Penicillium _crustosumn: éstas incluyen crecimiento rapido. conidios verde  mate en masa y

estipites con paredes conspicuamente corrugadas.

- Distribucion: A pesar de que es mejor conocido por su papel en la elaboracion de quesos. P,
yoquefortii es de hecho un agente biodeteriorativo ampliamente distribuido. Debido a que crece
relativamente rapido a temperaturas de refrigeracion, ¢s una causa comum de contaminacion y
descomposicion en alimentos refrigerados, tanto comerciales como domésticos. Sin embargo, no se
presenta en cercales ni en sus productos tan comiinmente como otros miembros de la seric.

2. Género: Penicillium
Sugénero: Penicillium
Serie: Camemberti
Especie: Penicillium camembertii Thom, 1906

- CELA (Czapek - extracto de levadura - apar). 25°C, 7 dias: Colonias de 23-35 mm de didmetro.
ocasionalmente mis pequeiias, planas o ligeramente suleadas radialmente, convexas, profundamente
flocosas. margenes enteros, profundos: micelio blanco: conidiogénesis de ausente a ligera, verde gris
palido o persistentemente blanca en algunos mislamientos; exudado claro algunas veces presente,
sumergido en las capas miecliales; pigmento soluble ansente; reverso claro, amartllo o débilmente
café-rojizo.

- Conididforos: Nacidos de las hifas aéreas, estipites conminmente de 200-400 x 3.0-4.0 pm, con
paredes lisas o rugosas, tipicamente portando penicilos terminales terverticilados o cuadriverticilados,
algunas veces irregulares: ramas nacidas solas o en verticilos de 2-3, adpresas, cominmente de 15-235
x 3.0-4.0 i ramulas similares en tamaiio a las ramas pequeiias, cuando presentes; métulas 3-3 por
rama, de 8-12 x 25-3.5 pm: fidlides en verticilos divergentes de 3-5, ampuliformes, Ia mayoria 10-
12(-13) x 2.5-3.0 um, con cuellos largos y anchos, usualmente de 2.0-3.0 x 1.8-2.0 pm; conidios
subesferoidales, con paredes lisas, de 3.5-3.0 x 3.2-4.5 pum, nacidos en cadenas cortas desordenadas.
-Tipificacion: La cepa Herb IMI 27831 sc designa aqui como lectotipo de P._camembertii: de Thom
(5) a Biourge. a Thom 1924, a NRRL (877) 1940, a LSHB, a CMI 1949.

- Caracteristicas_distintivas: Ademis de distinguirse por un solo habitat, P. camembertii se
ecaracteriza por la formacion de colonias flocosas, que son incoforas con excepeion del verde palido
de los conidios tardios: tos penicilos son grandes y frecuentemente irregulares. v los conidios son
grandes y con paredes lisas.

- Taxonomia: Raper v Thom (1949) aceptaron dos especies de hongos que  son importantes en I
claboracion del queso blanco: P._camembertii y Penicillium caseicola Bain. Las dos especies se
distinguicron por ¢l color de los conidios, pues los comdios de P. caseicola permanccian blancos. Sin
embargo, las caracteristicas de crecimiento v ta morfologia macroscaopica y microscopica de fas dos
especies son tan impactantemente similares que es dificil escapar a fa conclusion de que las cepas con
conidios blancos son mutantes seleccionadas de la especie con los conidios gris verde, perpetuadas v
aparentemente confinadas a la elaboracion de queso. Ha sido una prictica comiin no dar status
taxondmico a los mutantes. Sin embargo, debido a que existen pequefins dudas de su origen comin,
P._caseicola v Penicillium_candiduin Roger, segin Biourge se enlistan como sinonimos de P.
camembertii, ¢t cual ¢s ¢l primer nombre valido de ka especie parental.

- Afinidades: A pesar de que P._camembertii debe haber derivado de una especic ancestral comin a
otros micmbros de la serie, la domesticacion ha resultado en la pérdida de sus propiedades
morfologicas, que de otra manera habrian provisto de claves en cuanto a sus relaciones con la
seecion.
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- Distribucion; Como ha sido indicado por numerosos autores, se sabe que P._camembertii v sus
mutantes blancos derivados se presentan solo en los quesos suaves, tales como ¢t Camembert, Bric y
Neufchatel. o en el ambiente local que rodea la claboracion de esos quesos. Thom (1906) afinmd que
"La busqueda persistente ha fracasado en encontrar una sola colonia (de P._camembertii ) en
América, cuya presencia se puede atribuir inicamente al queso Camembert importado de Europa.

. . . . ..
Moreau™ distinguio 4 formas diferentes de P._camebertit:
-Una forma con micelio velloso, blanca al principio volviéndose gris-verde (P._camembertii

SOnsu Stricto).
-Una format con "pelos cortos", crecintiento ripido: blanca, densa, micelio cercanamente

velloso.
-Una forma con "pelo largo"”. crecimicnto lento; blanca, poco densa. micelio alto.
-La forma "neufchatel": vigorosa. crecimicnto rapido dando un micelio grueso blanco-

amarillento.

- . : 3
Las tltimas tres formas corresponden al antigno nombre de P_cascicola.™ La forma "neufchatel”
. . e o : . 3132
ticne actividades lipolitica y proteolitica ligeramente superiores a las de las demas.

1. Métodos de obtencian de esparas de P._camembertii Thom y P. requefortii Thom

a. Produccian en gran escala de esporas de P._camembertii

Las esporas de P_camembertii s¢ obtienen ¢n gran escala mediante el siguiente procedimiento:

Se preparan cajas petri con agar de Czapek (Tabla 2) y se transfiere ascpticamente un
pequedio indculo de un cultivo puro a la superficie del agar. Se incuban a 10°C y 90% de humedad
relativa durante un mes. Posteriormente ¢l indeulo se transficre a un agar nuevo, y se repite el ciclo
de crecimiento a 10°C.

Se¢ prepara solucion de Czapek, utilizando In misma formula, con excepeion del agar, y se
esteriliza en autoclave a 15 libras por pulgada cuadrada (Lp.c.) durante 20 minutos, v luego se deja
enfriar. Tanto a fa solucion como al agar de Czapek sc deben afiadir aprox. 0.1% de extracto estéril
de levaduras para estimular ¢l crecimiento del hongo.

Posteriormente se afiadens 1/2 libra (227 g) de galletas saladas para coctel en trozos pequeiios
a 125 ml de solucion de Czapek en un matraz de Erlenmeyer estéril de 1 It. El matraz se mueve de tal
manera que las galletas se humedezean completamente. Un tapén de algodon se cubre con papel de
aluminio y se asegura con una liga al matraz y se esteriliza a 120°C, 15 Lp.c. por 30 min.

Se transfieren asépticamente alrededor de 2/3 del contenido de la caja de Petri que contiene
crecimiento activo de P._camembertii a 100 ml de solucion Czapek, El contenido se agita y se vierte
asépticamente al matraz con los trozos de galletz. A continuacion se sclla la boca del matraz y se
incorpora completamente ¢l indculo mediante agitacion. Se repite el procedimicento para cada matraz
v luego se incuban a 10°C y 90% de humedad relativa, durante dos meses. Después de este periodo
aparecerd un densa capa de micelio y esporas. Para preparar la suspension de esporas que se aplica
dircctamente al queso, se vierte ¢l contenido de los matraces en una licuadora, con un voliimen igual
de agua esterilizada.Se lictia hasta conseguir una supension fina. Se filtra a través de algodon estéril

v ¢l filtrado puede asperjarse a los quesos.



b. Produccion de esporas de P, roquefortii

Las esporas de P._roquefortii se pueden obtener en forma de polvo mediante la inoculacion
del moho en rebanadas estériles de pan de trigo entero. Estas son posteriormente humedecidas
ligeramente y son colocadas dentro de botellas estériles y sclladas, mantenidas entre 8 y 12 dias a
una temperatura de 21°C, agitandolas ocasionalmente.

El pan densamente cubierto por ¢l hongo ¢s entonces cambiado del interior de la botella a un
cuarto en ¢l que la temperatura se mantiene alta para permitir su seccado y permanece en éste por 3
dias. Posteriormente, ya seco ¢l pan con ¢l hongo, ¢s pulverizado y cerido a través de un tamiz del
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1V. QUESOS MADURADOS POR P, roquefortii y P, camembertii Y SU PROCESQ DE
ELABORACION,

1. Quesos de vena azul

Los quesos de vena azul utilizan para su maduracion las espectes de P._roquefortii, ya sea
que crezean naturalmente en el queso o que sea introducida en forma de esporas. En este tipo de
quesos, ademds de utilizarse S lactis y S. cremoris como iniciadores, s¢ utilizan también
generalmente S, lactls subsp. diacetvlactis Matuskewski, Pijanowski & Supinska y algunas especies
de Leuconostoc.® Su caracteristica priucipal es su sabor picante, similar a cspecias. Los tipos mas
importantes son: Roquefort, Stilton, Gorgonzola . Queso Azul v Cabrales. Su nombre varia scgun el
pais o la region en que son claborados y algunos detalles de su claboracién pueden variar de uno a

otro (Tabla 3).

Roquefort. Sc conoce con este nombre al queso elaborado en la region de Auvergné, al sur
de Francia, ¢l cual es hecho con leche entera de oveja. Estas ovejas, de tipo Laucanas, son
pastorcadas en las colinas del distrito de Roquefort, y son criadas especialmente para la produccion
de leche, por lo cual estan cubiertas por poca lana. Algunos quesos de este tipo cran mmldados a
Roma desde 250-100 A.C. y el nombre de Roquefort aparecio hacia los afios de 1070,%¢ ¥y
actualmente esta protegido intermacionalmente como denominacion de origen. El 31 de agosto de
1966, ¢l Parlamento de Toulousse decretd una ley estipulando que ¢l nombre Roqucfort solamente
podria aplicarse a los quesos madurados en las cavernas naturales de Roquufort

En la elaboracién de este queso se¢ utiliza renina de oveja para la precipitacion de las
proteinas de la leclie, en lugar de usar la enzima de origen ovino (Ver Cap. 14). Ademas, cs
caracteristico de este queso el color blancuzco del coagulo. no producido por blanqueadores
artificiales, sino causado por el color blanco natural de la leche de estas ovejas. % La elaboracién
siguc en términos generales ¢l esquema. que se menciond anteriormente, excepto que en algunas
ocasiones la leche no es expuesta a fermentacion antes de la coagulacion con renina; ademds ¢l cuajo
¢s inoculado con las esporas del hongo, lo cual es esencial para conseguir las caracteristicas finales
deseadas. Una vez que cl cuajo ha sido drenado y moldeado en su forma final, es transportado a las
cavernas de Roquefort S en donde una corriente subtcrranca manticne a las cavernas naturales de
limo de esta area a una temperatura y humedad constantes, . muy cercanas a las optimas para ¢l
desarrollo del hongo. Sin embargo, actualmente, por razones de controles mas estrictos de calidad y
para minimizar las diferencias entre las condiciones particulares de los qm.sos estas cavernas tienen
un control artificial de humedad (93% hum. rel.) y temperatura (7°C) % Los quesos se mantienen
durante tres meses en estas condiciones a fin de completar el periodo de maduracion. Al inicio de este
proceso, los quesos son cubiertos con sal y después pueden o no ser sumergidos en paraﬁna y les
son introducidas agujas anchas, con lo cual s¢ permite la entrada de aire al interior, lo cual es
necesario para ¢l desarrollo del hom_.,o Entre 14-20 dios después, los quesos no cubiertos de
parafina desarrollan una flora superficial rojiza-parda que consiste en micrococos y B. linens. El
encerado se realiza para controlar a esta ultima bacteria, pero en general se estd de acuerdo en que
las condiciones de maduracion que promueven una flora superficial permiten la produccion de queso
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con un mejor sabor.™ Las esporas de P._roquefortii germinan temprano en la maduracion y ¢l micelio
. ) 36 .

¢s visible después de 8-10 dias.™

Stilton. Este queso ¢s de origen inglés, v aunque reconocido localmente desde hace
aproximadamente dos siglos, no tiene la importancia a nivel mundial que tiene el Roquefort, Es
elaborado con leche de vaca v tradictonalmente no se utilizan agujas para horadarlo y permitir el
crecimicento del hongo, sino que se mezelan cunjos nuevos con cuajos que ya han sido expuestos al
aire. en cl que existe gran cantidad de esporas de P._roquefortii. Sin embargo, actualmente es
frecuente que se agreguen esporas a la leche o al cuajo v se hagan horadaciones con agujas. Una
particularidad de cste queso es que su snyacﬁcic se cubre con una capa parduzca, debida al
crecimiento de diferentes microorg:mismos.v.3 entre fos que se encuentran regularmente fevaduras y
lactobacilos, junto con fonnadores acrobicos de esporas, cocos pigmentados y organismos
coliformes.® Ademas, su sabor ¢s ligeramente mas suave y delicado que el del Roqucfort.37

Gorgounzoh, Este queso es elaborado tradicionalmente en un pucblo con ¢l misme nombre al
norte de ltalia, Originalmente era producido a partir de leche de oveja, pero actualmente se utiliza en
s lupar leche de vaca. Este queso cs especialmente conocido en Europa aunque también cs
producido en otros paises: se distingue de los otros quesos de vena azul por su mayor tamaiio,
ademas de su apariencia, pues tiene un color amarillento cremoso en ¢l fonde y el honge muestra un
color verde-azul. Es mas suave que ¢l Roquefort en su consistencia y su sabor menos intenso. El
proceso de su elaboracion es en términos generales similar al de los denis quesos de vena azul: las
esporas del hongo son agregadas a la leche, o bien se introducen entre capas adyacentes del cuajo
fresco. Se forman entradas de aire con agujas, horadando al cuajo en todas sus caras y
posteriorniente son mantenidos durante 3 o 4 meses a una temperatura de alrededor de 10°C para su
maduracion.*®

Queso azul. El queso azul, que cs hecho con feche de vaca, es conocido como Bleu en
Francia, Blue ¢n Estados Unidos v Danablu en Dinamarca. En este tipo de queso de vena azul ¢l
proceso de elaboracion es pricticamente el mismo que se sigue con los demas quesos relacionados,
sin embargo, mientras que en E.U. se prefiere el color blanco para el fondo del queso, para lo cual se
llega a ntilizar peroxido de benzoilo, en ¢f caso en que la leche muestre un color demasiado
amarillento, en ¢l mismo queso elaborado en Dinamarca se busca obtener un fondo de color amarillo
tenue y uniforme, ademas de que ¢l sabor de este dltimo ¢s mas suave que ¢l de Roquefort y tambicén
mas suave que ¢l elaborado en E.U. y su consistencia mds porosa.

Cabrales. Este queso es ¢l mds representativo de las variedades de  quesos madurados por
hongos de Espaiia. Tradicionalmente se elabora con una mezcla de leche de vaca, de oveja y de
cabra. La mezcla de leche cruda se coagula con renina sin la adicion de cultivos iniciadores ni {a
adicion de esporas a la leche o al cuajo; los quesos sin prensar son salados en seco y posteriormente
madurados. Se maduran en cavernas naturales en sétanos en las montafias Picos de Europa durante 3
o 4 meses bajo corrientes naturales de aire, y ¢l producto ya maduro se vende envuelto en hojas de
Acer pseudoplatanus.™

Nuworld. Este queso es una variacion del azul nortcamericano, ya que mantiene el sabor
tipico de éste, pero s¢ produce con cepas mutadas de P._roquefortii de color blanco®. Estas cepas
fucron obtenidas en la Universidad de Wisconsin niediante la exposicion del hongo original a rayos
ultravioleta.*! Aunque fas cepas atin no son accesibles a nivel comercial, los quesos elaborados con
clias van dirigidos comercialmente a las personas a quienes no les agrada el comer quese que
presenta micelio bien definido de color azul-verdoso. ™
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2. Quesos suaves o de maduracién superficial,

A pesar de que e primer lugar de importancia lo ticnen los quesos de vena azul, sobre todo
en Francia, ¢l segundo lugar lo ticnen los quesos suaves, es decir. Camembert, Brie y Coulommiers.
Este tipo de quesos es conocido en Francia desde hace siglos y casi exclusivamente cn este pais
mantienen ain actualmente su identidad individual y sus diferencias, ya que en otros paises, aun en la
misima Europa, s¢ conSIdu.l a Camembert y a Bric un mismo queso, lo mismo que ¢f Coulonmicers,
st es que lo conocen’ (Fnbla 3)

Camembert. A pesar de la antigiiedad de los quesos suaves madurados por hongos en Fraicia, la
primera elaboracion plenamente reconocida del Camembert es la que realizara Marie Harel desde
{791 en una villa de la provincia de Normandia cn Francia, que naturalmente llevaba el mismo
nombre. Sin embargo, algunos autores como Mocqnot44 reportan que existen citas de un queso
francés con las mismas caracteristicas que s¢ rc.monm al siglo X111 ¢ty ¢l volumen de Roman de la
Rosa. que esta entre los mds famosos de aquel pmodo *Existe una leyenda que indica que Napoleon
Bonaparte nombro a este queso en honor a un pequefio poblado en ¢l distrito de Ome, Francia, en
donde lo probo por primera vez.

Sea cual sea el origen del Camembert y de su nombre, este queso es producido actualmente
en Dinamarca, Alemania v E.U., ademas de su original Francia. En todos estos paises el queso ¢s
cubierto en su superficie por una capa de micelio de color blanco de Penicillium_camembertii ; en
cambio, el queso elaborado tradicionalmente en Francia presentaba en su superficie ¢l crecimiento
microbiano de varias especies que causaba la presencia de varios colores de colonias, aunque ¢l
fondo blanco del hongo predominaba: esto conferia al queso de un muy agradable aroma.
Actualmente los quesos elaborados en grandes cantidades no presentan tales colonias debido al
control de calidad, aunque su aroma ¢s menos atractivo. El sabor del Camembert ¢s similar al de las
nueces y su consistencia ¢s suave y cremosa. El queso debe consumirse cuando su superficie es
blanca, no parda, y su interior debe ser de un color amarillo intenso y antes de que sea oscuro;
ademds, ¢l queso, al ser cortado, debe mostrar un corazon central de color blanco y relativamente

duro.

En Francia existen diferentes preferencias en cuanto al grado de maduracion del queso, ya
que algunas personas gustan de consumirlo una semana después de completado su proceso, otras dos
semanas despucs, y aun otras lo consumen tres semauas después. Por esta razoén, las compaiiias
francesas ditribuyen el queso en tres grupos de edades. * Generalmente, los consumidores europeos
preficren quesos cuyo sabor ruﬂcjc no solo las contribuciones de las fernmentaciones lacticas
primarias y las de los hongos, sino también los metabolitos de organismos sccundanos de In
maduracion superficial, como los de B._linens y de otros corineformes asociados.*® Las enzimas
proteoliticas permanecen activas durante ¢l periodo de comercializacion, y, si no sc¢ consume, el
queso se sobremadura o se vuelve desagradablemente suave y con olor y sabor 2 amoniaco.

En Francia, la claboracion del queso se inicia con una leche bien acidificada, de alrededor de
0.22% de acidez titulable, pucs ademds de que Csto facilita el drenado, impide el crecimiento de
microorganismos que pueden producir dcscomposlcnon En este tipo de quesos se utiliza como
iniciador una mezela de cepas de S, lactis y S. cremoris. % Durante las prxmcms ctapas de formacxon
del hongo en ¢l cuajo, se desarrollan en su superficie Geotrichun ¢ "y algunas levaduras.”” Estos
organismos son tolerantes al acido y a los altos niveles de NaCl, y utitizan el acido lactico, por lo que

16



Tumulh e e i ——

st funcion puede ser l'l dL clevar ¢l pH superficial antes de la germinacion y el crecimiento de las
n
esporas de Penicilliu 35 Bl nivel de pH en el queso maduro es de alrededor de 7.2.

Brie, Este queso era elaborado originalmente en las dreas de Melun v Meaux, a 30 nullas al
este de Paris. Tradicionalmente presenta en su superficic el crecimiento de la bacteria B, linens,
aunado al del molo P._camembertii y al de varios otros microorganismos 4 que t'lmbu.n crecen de
manera adventicia, entre los que se han reportado Candida, Geotrichum y Mugor.*® En suma, cllos
conferieren al queso su sabor caracteristico y su rapida maduracion, motivo por ¢l cual ¢ste queso
debe consumirse rz'\pidnmcntc.43

Coulommiers, Este queso se origing en la misma region que ¢l anterior y ¢s muy similar,
excepto que es mas ancho v pesado. Al igual que el Brie, ¢s actualimente producido en otras
43
provincias de Francia, como Normandia, Britania v las riberas del Mare.



V. SECUENCIA DE CAMBIOS MICROBIANOS Y BIOQUIMICOS DURANTE
LA MADURACION DE L.OS QUESOS MADURADOS POR HONGOS.

1. Secuencia Microbiana

Actualmente la produccion comercial de los quesos Roquefort y Camembert se realiza a
partir de leche pasteurizada, por lo que la microflora involucrada en estos procesos se limita a los
organismos responsables de la fermentacion, ¢s decir, los estreptococos mesdfilos licticos S. lactis y
S. cremoris, v ¢l hongo con ¢l que se inoculan para su maduracién, segin sea ¢l caso. Sin embargo,
en la elaboracion tradicional de estos quesos se utiliza leche que no ha sido expuesta a ningiin
tratamiento térmico anterior, y en cstos casos existe una microbiota sccundaria que tiene un papel
complementario en la formacion de compuestos que conficren a los quesos sus propicdades
organolépticas tradicionales o tipicas. Por csta razon, el uso de leche pasteurizada trae como
consecuencia la obtencion de quesos con un sabor y aroma menos acentuados o nentralizados en
cierto grado.

La secuencia microbiana en el Camebert tradicional involucra a muchos mas organismos, de
la siguiente manera: cuando el cuajo ha sido separado del suero tiene un pH dc 4546 y su
microbiota cstd compuesta esencialmente por estreptococos mesofilos lacticos.’” Posteriormente
imicia en la superficie ¢l crecimiento de algunas espectes de levaduras, entre las cuales Kuyveromyees
lactis, Sacclharomyees cerivisiae v Debarvomyees hanseni son las mas comunes; su crecimiento
conunua hasta formar una capa de aproximadamente 200 pm de espesor, que cubre la totalidad del
queso.*™® Al mismo tiempo en que aparecen las levaduras en la superficie inicia su desarrollo ¢l molhio
G. candidum, pero éste es inhibido al aumentar en ¢l medio la concentracion de NaCl por el proceso
de salado. A partir del 60. 0 7o. dia de maduracion s hacm conspicuas las hifas de P. camembertii,
v el crecimiento maxinio se alcanza cn los dias 10-12.* ll%ando a cubrir la superficie del queso con
st micelio.

En poco tiempo, P. camembertii habra consumido completamente ¢l acido del medio, lo cual
permitird el establecimiento de una nueva biota bacteriana acido-sensible en la supurﬂuu Y Esta
biota esta formada por micrococos v bacterias corineformes, principalmente B, linens.* También se
han obsurvado algunas especies de bacterias coliformes, siendo Hafuia alvei  Moller la especie
dominante.® En ¢l interior del queso los estreptococos licticos son claramente dommamus nnultras
que la pobhcaon de levaduras presenta niveles menores a los de la superficie (10° células/g contra 10*

células/g), ™ al igual que la poblacion de los coliformes™ (Fig. 4).

En ¢l caso del Roquefort tradicional, la biota inicial es también compleja ya que se utiliza
para su elaboracion leche cruda de oveja. Devoyod demostrd que ef queso ademds de contener
bacterias hcncqs también contiene levaduras, lactobacilos, micrococos, estafilococos y bacterias
coliformes.™ Los estreptococos lacticos siempre son claramente dominantes en ef interior del u<.so
pero las levaduras y los leuconostocs también estan presentes desde el inicio de la maduracion.* Los
lactobacilos, punupalmuﬂu Lactobacillus casei v Lactobacillus Dlantamm (Orla-Jeusen) Bergey
llegan a su nivel maximo de poblacion justo antes del salado del quc,so Los estafilococos muestran
una tendencia decreciente muy marcada durante las primeras 48 horas,” y las bacterias coliformes
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disminuyen regularmente durante el primer mes. ™ Después del salado la biota superficial consiste
principalimente en levaduras y micrococos. La formacion de hoyos en ¢l queso permite la entrada a
una cantidad de aire suficiente para el crecimiento de P._roquefortii, cuya esporulacion cs visible
dentro de fa variedad 'bluc d'Auvergne' de 2 2 3 semanas después de su elaboracion.”

2, Protedlisis y degradacion de aminodcidos

a. Intensidad de la protedlisis

La proteolisis, al igual que la hipolisis v otras reacciones ¢cnzimiticas, se lleva a cabo en
grados diferentes dependiendo de la microbiota (bacterias, hongos, levaduras, ete.) que contenga una
deternunada variedad de queso. En ¢l caso de los quesos madurados por hongos, el grado de
proteolisis es significativamente mayor que ¢l que se lleva a cabo en muchos otros tipos de quesos.
Como ejemplo, se puede comparar un queso Cheddar de 6 meses, que presenta un 3% de su nitrogeno
total (NT) en forma de ammoacndos libres,”” micntras que un queso de vena azul de la nusma edad
mostrard un nivel de hasta 10%.* Esta concentracion de aminoacidos pucde adunas conferir al
queso una capacidad de buffer manteniendo el queso a un pH de alrededor de 6.5 6, 1o cual ayudaria
a la degradacion enzimatica mas extensa de los constituyentes del cuajo. »

En los quesos de vena azul, particularmente, la protedhisis es muy extensa; se han rugomdo
niveles de mas del 50% del NT en forma soluble a un pH de 4.6 ¢n Roquefort madurado™ y de
alrededor del 63% en Danés Azul.® Esta fraccion soluble contiene un alto nimero de péptidos
pequefios; ¢l nitrégeno no )notcu,o (NNP: nitrogeno soluble en dcido tricloracético al 12%) es de
alrededor dul 30"/) del NT.*! Los aminodcidos son abundantes, representando un 10% del NT en el
Danés Azul.# Godinho v Fox notaron que la protedlisis es mas limitada en la zona externa que cn ¢l
centro del gueso y sugiricron que el NaCl limita el crecimiento de Penicillium y su accién
proteolitica,

En ¢} queso Camembert hay un grado menor de protedlisis que en el Roguefort, sin embargo,
sigue siendo un nivel alto. En el primero hay un grado diferencial de degradacion de las proteinas
entre las zonas interna y externa del queso; en ¢l exterior es de aproximadamente 35% el nivel de N
sohible,” mientras que en ¢l interior es de solo 25%. La fraccion soluble de N contiene muichos
péptidos pequerios y ¢l NNP ¢s aproximadamente el 20% del NT. En ¢l Camembert tradicional, el
amonio representa 7-9% del NT,  y resulta de la extensa desaminacion de los aminoacidos. Do Ngoc
¢t al. compararon el perfil de aminodcidos del hidrolizado completo de caseina con los aminoacidos
presentes en el queso madurado y notaron que: I alanina (Ala), la leucina (Lew) y fa fenilalanina
(Fen) se encuentran en mayor proporcion, mientras que ¢l acido aspartico (Asp) , la tirosina (Tir) y la
lisina (Lis)en proporciones menores; la arginina (Arg) y la serina (Ser) se hallaron en cantidades
particularmente pequeﬁas,“ Esto muestra una liberacion preferencial durante la protedlisis y también
un catabolismo de aminodcidos libres. Estos datos nos permiten confirmar ¢l alto nmivel de
degradacion que sufren las proteinas en los quesos madurados por hongos, particularmente los quesos
de vena azul, v en especial la degradacion de la B-caseina que es mucho mayor que en muchas otras
varicdades *

Creamer & reportd que durante la maduracion de los quesos la concentracion de la B-caseina
decrece, micentras que las concentraciones de las caseinas v, y -y, casi pennanecen constantes (Fig.
3). Posteriormente, cuando se degrada completamente la -caseina, la concentracion de la caseina y;
decrece, a la vez que aumentan las concentraciones de las caseinas y; v -y;. Marcos et al.
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observaron, en un cstudio comparativo de quesos curopeos. que particularmente en las muestras de

quesos madurados por hongos se nota que los miveles de B-cascina llegan a ser cast nulos y que se
o ) : . 65

presentan en ellos bajos niveles de caseinayy, y niveles mucho mayores de caseinas y; y =y3.

b. Protedlisis de origen no fungico.

El proceso completo de la protealisis resulta de varios agentes complementarios, que sou:
enzimas coagulantes, proteinas endogenas de la leche y proteinasas de la microbiota secundaria, En el
caso especifico de los quesos madurados por hongos, esta microbiota secundaria, constituida por las
especies de Penicillium, ticne ¢l papel predominante en este proceso. Sin embargo, se notara el efectc
que tienen tambicn las fuentes no fingicas de proteolisis.

La quimosina de la renina, como se menciond anteriormente, es necesaria para desestabilizar
las micelas de caseina, v su accidn a corto plazo es muy especifica, pero en las semanas y meses
siguicntes, durante la maduracion, esta enzima contribuye a la protedlisis mis generalizada en ¢l
queso. Se panS'l que esta enzima produce una gran proporcion de los péptidos mayores, de un P.M.
mayor de 1400.°

La accion de Ja reninn es rapidamente detectable en los quesos por la hidrolisis de la og-
caseina y la produccion del péptido ag)-1. Este péptido es detectado en el queso Camembert despuds
de 6 hrs. de drenado y su concentracion aumenta durante Ia maduracion; sin embargo, se ha
oservado también que fa renina y la proteinasa aspartica de P._camembertii ticnen una accion muy
similar sobre Ja ag)-caseing, lo cual impide una definicion clara de las acciones respectivas de estas
dos proteinasas sobre este sustrato después del 7o. dia de maduracion. También se ha observado una
produccion rapida del péptido ag)-l en quesos de vena azul 9 En quesos simulados, Noomcu
demostro que In degradacion de la cascina por medio de la renina es dptima a un pH de 3. 0. Enel
interior del queso Roquefort, ¢f pH aumenta r'lpld'lleltL hasta este valor, y dLb])llLS de un mes de
maduracion del Danés Azul, el pH ¢s de 5. 56 y 6.0 encl "Azul dAuvcrgne En la parte exterior
del Camembert, el pH se incrementa mds rapld'\mum. clevandose a mas de 5.0 después de dos
sematas, pudlmdo Hlegar 2 7.0 en 4-5 semanas.® 3 En estas condiciones, uno pucde suponer que Ia
accion de la renina disminuye al final de la maduracion, cuando ¢l pH ha aumentado.

Se ha reportado que, en solucién, la renina actiia sobre la B-caseina para dar lugar a tres
péptidos N-terminales designados como B-I, B-Il v B-II en orden de aparicion v que presentan
movilidad clectroforética ascendente en gel de poliacrilamida a un pH alcalino. " Estos péptidos
tienen movilidades mayores a la de la fB-cascina debido a que las secuencias N-terminales son mdas
dcidas que los péptidos apolares liberados del extremo C-terminal. Los tres enlaces peptidicos lisados
por la renina se encuentran entre los residuos 164:165, 189:190 y 192:193, Ia hidrélisis de los cuales
puede r«.sult'\r en una protedlisis limitada de la B-caseina durante Ia primera etapa de elaboracion de
los quc_sos ! Los péptidos B-1, B-11'y B-HIhan sido identificados como las secuencias 1-189, 1-164
6 -166 y 1-139 de la B-casecina. ™ Sin embargo, como en otros quesos, también cn los quesos
madurados por hongos la B-caseina ¢s resistente al ataque por Ia renina; al menos esta degradacion
no ha sido detectada por electroforesis: los péptidos obtenidos in_vitro por la hodrdlisis de la f-
cascina por la renina no han sido observados durante la maduracion del Camembert o del
Roqucfort

Ademas del péptido ag)-l, Hewedi y Fox dc.tcctaron otros pcptidos tipicos de la accion de la
renina (o.g)-V y agy-VII) en algunos quesos de vena azul.% Sin embargo, los péptidos resultantes de
la hidrolisis de ln og-caseina por las proteinasas de P._roquefortii tiecnen movilidades similares, si no

20



wdénticas por electroforesis 73 10 cual podria explicar también la intensificacion de las bandas ag,-

V v ag;- VI durante la maduracton 7

En cuanto a las protemasas de la leche, se sabe gue su efecto es menor a aquel de la renina o
de las enzimas microbianas durante la maduracion.” Sin embargo, Tricu-Cout y Gripon
cnconfraron en el Camembert un claro incremento de y-caseinas al final de ln maduracion, mostrando
¢l incremento en la actividad de la plasmina, la principal proteinasa de la leche.™ Esta actividad fue
sugerida por primera vez por Noomen y ¢l hecho no ¢s sorprendente. ya que el pH de la region
externa del Camembert al final de la maduracion (7.0) no estd lejos ded pH dptimo de la plasmina,
que es aproximadamente 80."

Tricu-Cout v Gripon observaron una intensificacion cn la banda IEF ya, lo cual sugicre
fuertemente que la plasmina penmanece en ¢l cuajo y que se vuelve activa cuando las condiciones del
pH son més favorables a su accion sobre las caseinas. 7 Al final de ln maduracion, especialmente en
Ia region exterior del Camembert, esta enzima es probablemente mucho mds activa que en los quesos
semiduros. en los que ¢f pH permanece entre 3.0 v 5.2, Eigel (1977) cstudid los cefectos de la
plasmina sobre las ag- y k- cascinas, observando que la enzima pricticamente no tenia efecto
alguno sobre la k-caseinn, aun después de 60 minutos de incubacion, mientras que la og)-cascina
desaparecio gradualmente durante los 30 primeros minutos de incubacion con la plasmina. La
proteolisis fue acompaiiada por la formacion de una banda polipeptidica con mobilidad
clectroforética ligeramente menor a la de la agp-caseina y de varias bandas con movilidades
cletroforcticas mayores. Dos de estas tltimas bandas contenian fosforo.™ El papel general de las
bacterias Kcticas en los quesos, en cuanto a protedlisis se refiere, ¢s el de producir péptidos de
pequeiio tamafio, asi como aminodcidos libres. En los quesos madurados por hongos, el pH
relativamente alto que presentan puede favorecer su actividad en cierto grado, en comparacion con
otros quesos, en los que la microbiota ¢std compuesta en su mayoria por bacterias lacticas, pues el
pH de estos ltimos no les es favorable.”

Algunas endopeptidasas de bacterias fermentativas licticas pueden contribuir en cierto grado
a la hidrolisis de [a caseina. Por cjemplo, se ha observado que una endopeptidasa intracelular de 8.
lactis var. diacetylactis hidroliza la ay;-caseina v parece ser especifica para enlaces peptidicos que
incluyen el grupo amino en los residuos hidrofdbicos, p.c. X-Lew o X-Fen™ Posterioremente se
demostré que esta proteinasa tambicn hidrolizaba los enlaces Progye-lleys y Alaggy-Femgy en B-
caseina, aunque la actividad cra menor. Por otro lado, la enzima degradd cficientemente peptidos
derivados de la P-caseina por la accion de la quimosina, atacando los enlaces Lisyzg-Alagys, Lisigy-
Valyy ¥ Progyg-lliean 1 Los autores de estas pruebas concluyeron que las proteinasas de las
bacterias lacticas fermentativas actuaban principalnente en el queso degradando los péptidos
liberados de la caseina por la quilnosinn‘“'m‘m Esto es consistente con los reportes de varios grupos
de investigacion que observaron que los quesos hechos Gmicamente con quimosina, contenian
nitrégeno soluble a pH 4.6, pero presentaban muy poco nitrégeno de péptidos v aminodcidos,
mientras que los quesos hechos con quimosina y bacterias fermentativas, contenian
relativamente grandes cantidades de N de aminodcidos libres.*® Por lo tanto, se concluye que ¢l papel
mas importante de las proteinasas v peptidasas de las bacterias Jicticas formentativas es la
degradacion dc péptidos grandes derivados por la renina hasta pequeiios péptidos y aminoacidos. En
cuanto al papel que puedan tener algunos organismos oportunistas en la protedlisis, se sabe que ¢s
lmitado, aunque se conoce el papel de algunos de ellos, ya que su presencia puede afectar positiva o
negativamente ¢l sabor final del producto. Como se niencioné anteriornente, G._candidum aparece
frecucntemente en la superficie del Camembert, al menos durante una ctapa de la maduracion. El
grado de protedlisis que puede realizar este organismo en este queso es dificil de determinar, pero es
claramente menor al realizado por P._camembertii. Se sabe que G. candidum sinetiza proteinasas
intra- v extracclulares. con un pH optimo de alrededor de 6.0, aunque la produccién de enzimas varia
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grandemente de una cepa a otra.® Se ha demostrado. de hecho, que fa actividad proteolitica en la
region exterior del Camembert tradicional no se ve muunumd"t durante el crecimiento de G.
candidum, sino solo duraute el crecimiento de Penicillivm.™ Si G. candidum se inocula solo en
supuﬁcne de un cuajo, la protedlisis que causa es mucho menor en comparacion a la aleanzada por P.
cameinbertii.
Las levaduras tienen actividad proteolitica, aunque parece ser que es solamente intracelular.
En Saccharomyces lactis, levadura presente en ¢l Camemebert tradicional, se caracterizaron y
purificaron las exopeptidasas intracelulares, de las que se reconocicron una carboxipeptidasa y tres
aminopeptidasas  (APy , APy v APj) con caracterishicas de metaloenzimas, y que presentaban
respectivamente un pH optimo de 5.0, 7.1 v 8.0, con um ustab:hd"td maxuma entre los niveles de 7.0
y 8.0y con una temperatura optima entre 40y 45 oc
B. linens secreta enzimas proteoliticas extracelulares, dc las cuales se ha reconocido una proteinasa®®
y s¢ ha mslado y caracterizado una mmnopcpndasa 7 ademnds se han detectado varias peptidasas
intracelulares™® . Aunque se reconoce que esta bacteria jucga un papel importante en el desarrollo del
sabor tipico dd Camembert tradicional, su papel en la protedlisis al final de la maduracion es dificil

de determinar ™

¢. Efecto de Penicillivm en la protedlisis

Ha sido posible definir la intensidad de la proteolisis flevada a cabo por P._roguefortii y_P.
camembertii, con base en algunos estudios realizados en cuajos con nucrobxom controlada, en los que
cada uno de estos hongos se ha desarrollado solo, sin ningun otro orgnmsmo pruus de 40 dias de

maduracion, la proporcion de nitrogeno soluble a pH de 4.6, NNP y nitrogeno soluble en 4cido
fosfotugsténico representaron alrededor de 50, 30 y 10% respectivamente, del nitrdgeno total (NT).
Estos valores fueron mucho mayores a los encontrados ¢n los cuajos testigo, en los que solamente
estaban activas la renina y la plasmina, lo cual demuestra que existe una produccion extensa de
péptidos de alto y bajo peso molecular, asi como de aminodcidos libres. Esto demuestra también que
estos hongos tienen enzinas con funcion endo- v exopeptidasa. Esta claro que aunque la renina, la
plasmina y otra microbiota ticnen cierto efecto en Ja protedlisis de este tipo de quesos, las especies de
Penicillium tienen el papel dominante en los quesos madurados por hongos.

Los sistemas proteoliticos extracelulares de P. roauufortu y P._camembertii son_muy
similares. Ambos hougos sintetizan una metaloproteinasa " y una aspartato protunasa asf
como una carboxipeptidasa écida - y una aminopeptidasa alcalina. ** (Fig. 6) P._roquefortii
sintetiza, ademas, una o mas carboxipeptidasas alealinas y algunas cepas producm tambun una
proteinasa alcatina.™

Se ha observado que las cepas de P._camembertii tienen potenciales cnzimaticos muy
similares; Lenoir y Choisy observaron que la groduccién de enzimas proteoliticas, medidas a un pH
de 6.0, variaban solamente en un factor de 2.™ En cambio, los niveles de proteinasa producidos por
P. roquefortii varias notablemente de una cepaa otra.”




i) Propiedades de las proteinasas

Las propiedades de las proteinasas asparums también Hamadas proteinasas dcidas, de P,
roquefortii v P. cuncmbertii son muy smuhm T gy pH optio, se encuentra dumo del rango
dcido (4.0 con hemoglobina como sustrato v 3.5 con caseina), v son estables entre pH 3.5y 3.5 en P,
camembertii v 3 3- 6.0 en P._roguefortii (l‘xg. 7). La enzima de P._camembertii hidroliza la ag;-
caseina mejor que la - v la k-caseinas. con un radio relativo de accion de 1:0.7:0.6.”% Las
proteinasas dcidas de ambas especies tienen f misma accion en I caseina y 3 puentes dt. tlpo Lis-X
(Lisy7-Valgg; Lisgy-Gluggy v Lisyy-llesy) son cortados mas rapidamente que los otros.”™ De los 3
fragmentos con N terminal correspondientes, ¢l péptido By (Valog-Valyge) tiene menor movilidad
clectroforética que la P-caseina v ¢s ficilmente detectable en los electroforetogramas de los quesos
madurados por hongos.

Gripon y Hermier” y Lenoir y Auberger' encontraron que las metaloproteiasas de P,
roquefortii y P.camembertti (Tabla 6) también ticnen propiedades simifares. Su pH dptimo se ubica
entre 5.5 y 6.0 y son estables entre los valores de pH de 4.5 y 8.3, lo cual corresponde a las
condiciones de los quesos referidos. Su especificidad cs amplia y no sigue un patron claro. R
vitro, la enzima de P._camembertii corta 2 la agy-caseina mejor que a la B- o k-caseinas, con un
radio relativo de actividad de 1:0.4:0.6.”® asimismo, se ha observado que esta enzima ataca los
enlaces Lisay-Lispe, Progy-Glugy y Gligge-Alngy de la [3-(.\1e;cinn.75 Por otro lado, un estudio
clectroforético realizado con ambas especies de Penicillium demostrd que las enzimas de ambas
tienen formas de accidn similares en ag- v f-cascinas o

Mientras que se tiene un conocimicnto refativamente completo de las proteinasas de_P.
roquefortii y P._camembertii, el conocimiento que actualmente se tiene de las peptidasas
intracelulares es muy limitado. S¢ han analizado extractos crudos de  P._roquefortii, que muy
prabablemente tu,nm enzimas tanto intra- como extracelulares y se ha establecido en ellos un pH
optimo de 5.0-6. 0." Lenoir y Choisy observaron que los extractos de P._camembertii representan un
pH optimo de 6.0 en caseina. ” Takafuji y Yoshioka separaron 2 fracciones con valores de pH
optimos de 6.0 y 6.3 éstas hidrolizaban la B-caseina dando productos con baja movilidad. 1

ii) Accion de las proteinasas en los quesos

Cuando las proteinasa asparticas de P._roquefortii o las metaloproteinasas de P. camembertii
fueron agn,s,adas a cuajos asépticos que sirvieron como control y que no contenian ninguna otra
microbiota’™ se obtuvieron, después de la maduracion, electroferctogramas muy similares a los de
los quesos normales, mostrando que estas proteinasas juegan un papel esencial en los quesos
madurados por hongos. Las enzimas citadas incrementaron notablemente el nivel de N soluble a pH
de 4.6 de los cuajos de control, asi conio el NNP. pero no se detectaron aminodcidos libres.%

Existen estudios en los que se ha realizado un seguimiento de la evolucion de la uactividad
proteolitica durante la maduracion del Camembert. Se reporta que dicha actividad es muy baja en el
centro del queso v se mantiene sin cambios durante la maduracién. Mientras tanto, en la region
externa del queso esta actividad presenta un incremento repentino el 6o. Q 7o dia de la maduracion,
lo cual concuerda con los dias en que se inicia el crecimicnto del hongo 5 Esto manifiesta que tales
enzimas son estables en el queso.
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Tricu-Cout y Gripon” estudiaron ¢f papel de las enzimas proteoliticas in_sity siguiendo los
cambios clectroforéticos de los péptidos Bapr v Py, que son marcadores de la proteinasa aspartica v
de la metaloproteinasa. respectivamente. El péptido 3,y aparecio poco después de Ia aparicion de P.
camembertii, v se intensificd de manera regular durante fa maduracidn, indicando la accion continua
de la aspartato proteinasa durante ¢l proceso. a pesar de que las condictones de pH del cuyjo no
fucran favorables a su accion. Por otra parte, ¢l péptido By disminuyo después de 10-14 dias de
maduracion, sugiriendo, por fo tanto, que ka accion de la metaloproteinasa disminuyo. o bien que este
peptido fue degradado activamente por otra proteinasa.

El hecho de que la actividad proteolitica sea muy lenta en el centro del cuajo del Camembert,
aunque sea alta en la superficic durante la nndumcnon sugiere que fa migracion de las proteinasas de
Penicilfinm es muy limitada en el umjo * Sin embargo, ¢l péptido Bup ha sido detectado en ¢l
interior del Camembert a una profundidad mayor a 7 mim al final del periodo de maduracion;” esto
piede deberse a la migracion de la aspartato proteinasa o a la del péptido Bapt. ¥ en general se esta
mas de acuerdo con esta nltima.

Algunos cstudios Hevados a cabo con ayuda de fa microscopia du. b'undo en el queso
Camembert muestran alteraciones del micelio al final de ta maduracion.""® y la accion de Ias
proteinasas intracelulares no puede ser descartada. Sin embargo, los electroforctogramas realizados
con ¢l queso no mostraron la apacicion de nuevos productos de hidrdlisis, ademds de que la fraccion
soluble de N aumentd poco, después de 20 dias de maduracion. indicando que las proteinasas
intracelulares juegan un papel mas limitado que las extracelulares.

iii) Propiedades de las peptidasas

Algunos estudios con microbiota controlada han mostrado 9uc ‘ roqucfort y P,
camembertii pueden producir grandes cantidades de ammoac:dos libres,™ y en ¢l mismo orden dc

magnitud que los encontrados cn quesos normales.”” Como .mtmonnum s¢ dijo, P._roquefortii
sintetiza varias exopeptidasas extracelufares. Una dc Lllas la carboxipeptidusa dcida, es una
carboxipeptidasa de serina con un pH optimo de 3.5. 2 Tiene una amplia cspecificidad y libera
aminoacidos acidos, basicos ¢ hidrofobicos. La aminopeptidasa alcalina. por su parte, ¢s una
metaloenzima con un pH doptimo de 8.0. Esta enzima libera aminoacidos apolarus y se ha obscrvado
que la glicina en posicion n-terminal o preterminal causa una actividad baja.” PaquLt y Gripon "
han observado algunas actividades de L\opuendas(ls mtracelulares, que mc]uycn carboxipeptidasas
acida y alcalina y aminopeptidasa alcaling,"” mientras que Ischima ¢t al, ™ han caracterizado una
carboxipeptidasa acida intracelular. Su pH dptimo fue de 3.6 y la enzima se mantuvo estable en un
intervalo de pH entre 2.0 y 6.0 a 30°C durante 20 minutos. La carboxipeptidasa perdid su actividad
completamente cuando se tratd a pH de 1.0 . durante 20 minutos. Esta enzima se mantuvo estable
hasta una temperatura de 40°C . Cuando sc trato a 3()°C durante 10 min,, fa carboxipeptidasa dcida
perdio aproximadamente 135% de su actividad original."*

P _camembertii también produce varias peptidasas. Ahiko ¢t _al  estudiaron la
carboxipeptidasa dcida en esta especie y obscrvaron que las propiedades de esta enzima
correspondian a las de la carboxidasa de serina."” Se ha demostrado que esta enzima libera
aminodcidos hidrofébicos lo cual a su vez causa que disminuya el nivel de sabor amargo del
hidrolizado de caseina.™” Dada su amplia especificidad, las carboxipeptidasas dcidas de las especies
de Penicillivm claramente deben contribuir a la hidrolisis de los péptidos de sabor amargo en los
quesos madurados por hongos. Se ha demostrado que P._camembertii tambicn sintetiza cnzimas
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mtracelulares con actividad carboxipeptidasa, con un pH dptimo de 6.5."" asi como actividades
sumnopeptidasa alealina intra- y extracelufares.

Recientemente, Yoko Fuke y su gnlpo'“aislmon v purificaron una  amumopeptidasa
extracelular de P, camembertii. La cnzima mostro actividad maxima a pH de 6.0-7.5. Su temperatura
dptima fue 4°C y se mantuvo estable hasta 30°C. (Fig. 9) Se demostré su capacidad para liberar los
residuos aminoterminiles de Lew v Fen. También mostréd una especificidad de amplio intervalo sobre
dipéptidos y oligopéptidos.“l

d. Catabolismo de los aminoacidos

Actualmente se conocen muchas reacciones de degradacion de aminoicidos que se levan a
cabo durante la maduracién de los quesos madurados por hongos. M2 por gjemplo, se sabe que la
citrulina y la ornitina presentes en los quesos de vena azul v en el Cnmcmbcrt“ resultan de I
hidralisis de la arginina, conto fue demostrado en ¢l queso Gorgonzola.l” Asimismo, ¢l acido -
aminobutirico resulta de la descarboxilacion  del  acido glutz’unico.('4 Las reacciones de
descarboxilacion también dan lugar a la produccion de aminas no volatiles, de las cuales la tiramina
se presenta usualmente en cantidades mayores, en comparacion con la triptamina y la histamina.'"*
Sin embargo, se ha detectado que la concentracion de aminas varia notablemente entre las muestras
de quesos madurados por hongos Hsy parecen mostrar una tendencia a disminuir hacia el final de la
maduracion'™  Se ha reportado  que_P._camembertii actia sobre la metionina  realizando
desaminacion y desmetiolacion combinadamente para dar lugar a H,S, sulfato de dimetilo y
metanotiol, y que B. linens mucestra la misma capacidad para producir estos compuestos.

En un cstudio a este respecto,  Ferchichi et_al. 7 sbservaron que la metionina fue
demetiolada principalmente durante la fase de crecimiento exponencial del organismo, tiempo durante
¢l cual las células presentaban forma de baston y un tiempo de duplicacion de 5 horas. Observaron
también que al final del crecimiento las células presentaban forma de cocos y producian slo niveles
bajos de metanotiol. La produccion de esta sustancia requeria de la presencia de metionma  en el
medio de cultivo, reflejando esto la posible induccion de los sistemas enzimaticos involucrados. La
glucosa favorecio el crecimiento de las bacterias, mientras que inhibio la produccion de metanetiol;
en contraste, ¢l lactato favorecié tanto ¢l crecimiento como la produccion de metanotiol. La
temperatura y pH dptimos para In produccion se determinaron como 30°C y pH de 8.0. "7 8¢ cree
que ¢} metanotiol puede estar relacionado con reacciones no enzimaticas, como la que resulta con cf
formaldehido para dar lugar al bis-(mctiltio)-mcmno.’m

La microbiota adventicia. dentro de la que se encuentran B, linens }' algunas levaduras, causa
desaminacion de los aminodcidos.aunque las especies de Geotrichum' " son las que contribuyen
mayorimente a este proceso, v esto es de particular importancia en el Camembert, en el que el amonio
representa el 7-9% del NT.% Lee ¢t al. estudiaron ¢l catabolismo de fenilalanina y tirosina por
bacterias corineformes aisladas del Camembert 2%, B. linens también degrada estos aminodcidos
por transaminacion y delecion del anillo de beneeno por la 3,4-dihidrofenilacetato-2, 3-di-oxigenasa.
Esta enzima, asi como la aminotransferasa, es inducible.''2

En términos generales, ¢l catabolismo de aminodcidos en los quesos madurados por hongos
da lugar a la produccion de compuestos volatiles, tales como amoniaco, aldehidos, dcidos, alcoholes
y aminas.
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3. Lipolisis

a. Grado de lipolisis

De la misma manera que la proteolisis, la lipolisis en los quesos madurados por hongos es
mas extensa que en otros quesos. Como cjemplo, podemos considerar a los quesos Gouda, Cheddar y
Gruyere, en los que ¢l grado de lipélisis no excede ¢l 2% de los triglicéridos. En comparacion, el
nivel de lipdlisis en los quesos madurados por hongos se sitia entre ¢l 5 y el 20% 122 (Tabla 7). En
realidad, los datos en la literatura varian mucho. lo que peede deberse a que las muestras sean
tomadas a diferentes niveles de maduracion, aunado esto al hecho de que las caracteristicas de las
cepas varfan de una variedad a otra: 'Blue d'Auvergne' requicre cepas altamente proteoliticas y con
baja actividad lipolitica, nmntms que ‘Fourme d'Ambert' necesita cepas con baja actividad tanto
proteolitica como hpolmca 1 Anderson y Day describen haber encontrado niveles de acidos grasos
libres de 65-100 meg/100 g de g ;r‘ sa, lo cual representa entre un 18 y 25% de los dcidos grasos
totales en quesos de vena azul;! por otro lado, OtIOS investigadores describen niveles menores de
lipolisis en el Danés Azul: 45 m eg/100 g de grasa
En el Roquefort, el grado de lipolisis ¢s de 16-23% de los acidos grasos totales. Tanto ¢l
micelio como las esporas de este hongo son fuertemente llpolmcos y ¢l crccnmu.nto dcl mismo cs
parcialmente controlado por la concentracion de NaCl en ¢l queso % Godinho yF ox "¢ demostraron
que ¢l crecimicnto de P._roguefortii era mas ripido en la region de profundidad media del queso, ¢n
comparacion con la region superficial y central del mismo, ya que las concentraciones  muy altas o
muy bajas de NaCl son mlubltorms para la lipdlisis, mientras que las concentraciones intermedias (-
3% p/p) son estimulatorias;'2® esto confinma el nivel menor de 4cidos grasos libres en Ia superficie
del queso azul, ya que la produccion de lipasas es inhibida, asi como Ia hpohsxslz per se. El nivel dc,
dcidos grasos libres presenta un incremento regular durante la maduracion, segin Morris gt al.,!
aunque otros autores observaron una disminucion de los niveles hacia el final de dicho pmodo_ﬁ7 129
También en el Camembert hay diferencias en cuanto a niveles de lipdlisis descritos: en cl
Camembert Norman, hecho con leche cruda, la lipolisis llega a ser de 6-10% del total de acidos
L,rasos 130 pero en otras muestras, probablemente menos tipicas, se encontraron valores menores: 3-
5%.1%2 Lo que esta bien establecido es que la lipolisis siempre es mayor hacia la superficie. La mayor
parte de 4cidos grasos libres en este tipo de quesos son resultado de lipolisis; los acidos grasos de
cadena corta , que resultan de la degradacion de la lactosa o de algunos aminoacidos, representan
solamente ¢l 5% de los acidos grasos libres totales.”

b. Propicdades y efectos de las lipasas de Penicillinm sp.

Las especies de Penicillium son los agentes esenciales en la lipolisis de los quesos madurados
por hongos. Se ha dt.mostrado que la hp:m natural de la leche no es muy activa, aun en quesos
liechos con leche cruda.'® Con excepeion sélo de G. candidum, ningiin otro organisimo, aparte de las
especies de_Penicillium, presenta una actividad lipolitica importante en estos quesos. En ¢l
Camembert, las proporciones relativas de dcidos grasos libres son diferentes a las de los triglicéridos
de la leche, ya que las primeras tienen una mayor concentracion de acido oleico.® Esta proporcion
particularmente alta de acido oleico libre cn el Camembert ha sido atribuida a la lipasa de G.
candidum, que presenta una actividad prefercncial hacia este acido. 130
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Lamberet y Lenoir reportan que P.camembertis produce sélo una lipasa extracelular, Ia cual
presenta actividad éptima a pH de 9.0 en tributiring a 35°C. El nivel de produccion de esta enzima
varia de 1 a 10, en escala relativa, dependiendo de la cepa. A plH de 6.0, esta lipasa mantiene ¢l 50%
de su actividad maxima y es muy activa entre 0 y 20°C. Su actividad sc estimula cuando hay
presencia de tones Ca'. B2 B} estudio del Camembert de leche cruda durante su maduracion ha
permitido conocer Ja secuencia de produccion de lipasa: la actividad aparece tras 10 dias de
maduracion, durante ¢l crecimicnto del micelio o poco despucs. alcanza el mivel mixino a los 16 dias
y después comienza a decrecer ligeramente hasta ¢l dia 30. cuando su nivel aumenta nuevaunente, por
la lisis del micelio. Se midié la actividad Lipolitica en 10 (}uusoa de diferente origen, registrindose
valores que variaron entre 1.2 v 4.45 unidades/p de queso. 4

Se ha observado que P._roquefortii produce 2 lipasas: para una de cllas ¢l pH optuno estd
dentro de los valores acidos, mientras que la otra presenta actividad opmnn a pH basicos.”*! Varios

5,136
autores han descrito up pH dptimo para la umma alcalina de 7.5-8.0 P56, aunque tambicén s han
descrito valores de pH optimo a 9.0-9.5 * A pH de 6.0 esta cnzima retiene ain ¢l 20% de su

actividad. La actividad mdxima de la hpds*\ dcida se presenta a pH de 6.0-6.5 137 (Fig. 10)

Las especificidades de estas dos cnzimas son diferentes; la lipasa dcida es mas activa en
tricaproina’ 237 1nientras la alcalina lo es en tributirina, S¢ han medido ambas enzimas in situ ' y se
ha encontrado que en 6 de 7 muestras ¢l nivel de fa lipasa acida era nnyor Aunqm a primera vista
pueda parecernos que de las dos lipasas sélo la enzima dcida es significativa en la maduracion de este
queso, a pesar det pH favorable en ¢l queso, puede ser que no siempre juegue ¢l papel principal, va
que la lipasa alcalina tiene una actividad comparativamente mayor en la grasa de la leche aislada. 3
Lo que se supone ¢s que la actividad combinada de ambas lipasas, con diferentes niveles relativos de
actividad y diferentes especificidades es lo que da al queso referido las cualidades deseadas.

¢. Acidos grasos y su conversion a metil-cetonas

Los acidos grasos como tales son toxicos para P._roquefortii v ¢l grado de toxicidad depende
de Ia longitud de la c"xdum v de Ia concentracion de los dcidos grasos , asi como del pH del medio de
incubacion. ™" 21 Pressman v Lardy reportaron que los dcidos grasos saturados desacoplan la
fosforilacion y ¢l acido mirdtico exhibio ¢l mayor cfecto, 1943 o] cual decrecia progresivamente
cuando la cadena de carbones del acido se acortaba o se alargaba.' ¥ Se sugmdo que la
conversion de los acidos g grasos metil-cetonas puede ser un mecanismo destoxificante.”

Dwivedi v Kinsella ™ describieron que las concentraciones mayores de dcidos grasos soélo
tuvierott un efecto inhibitorio temporal en el sistema cnzimitico encargado de su metabolismo. Estos
investigadores obtuvieron datos que indican que los dcidos octanoico y decanoico son utilizados
preferentemente por el micelio del hongo en comparacion con los acidos hexanoico y dodecanoico.
Los datos de su trabajo muestran que tanto ¢l micelio fresco como ¢l micelio maduro son igualmente
capaces de formar metil-cetonas después de un periodo estactonario inicial;, sin cmbargo, este
periodo cstacionario fue mayor con el micelio fresco en comparacion con ¢l micelio maduro.
Asimismo, observaron que la adicion de sal era responsable de que ¢l periodo estacionario (fase lag)
se prolongara antes de la produccion de los compuestos carbonilicos, aunque despuds de 48 hrs du
incubacion la concentracion du estos compuestos cra similar entre las soluciones con sal y sin sal."

Lawrence v Hawke ™ 2 sugirieron que la regulacion celular de la oxidacién de acidos grasos
y formacion de metil-cetonas provee de un mu,dlo alternativo para reciclar Ia coenzima A cuando la
oxidacion de acetil CoA estd dusnuopl.lda * 1o cnal es consistente con la formacion de metil-cetonas
como mecanismo destoxificante.”*® Actualmente s sabe que el mecanismo de formacion de  metil-
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cetonas a paitir de dcidos grasos cfectivamente s¢ lleva a cabo via B-oxidacion de la siguiente
manera: la B-cetodcido-CoA, obtenida por la deshidrogenacion de la B-hidroxiacil CoA, es desacilada
a un P-cetoicido por la enzima B-cetoacil-CoA desaciclasa, o tzoludlohm Posteriormente. uni
descarboxilasa convierte ¢l B-cetoacil ei una metl cetona v CO; (l ig. 1)

Durante cierto tiempo existio una controversia cn cuanto a si son las esporas o ¢l micelio del
hongo los responsables de la formacion de las metil-cetonas. En varios trabajos se ha consignado que
mientras Gehrig v Knight (1958.1961.1963) describicron que solamente las esporas de P._roquefortis
son las responsables de la produccion de estos compuestos, otros muchos autores han demostrado
que ¢f micelio también pucde oxidar los dcidos grasos a  metil-cetonas (Rolinson, 1954: Vinee y
Ghosh, 1962, Lawrence v Hawke, 1968). FHLSHT

A pesar de que ¢l trabajo de Knight fue fiundamental, sus conclusiones estuvieron influidas
por Ia falta de consideracion de varios factores, lo cual deja muchos puntos oscuros. Posteriormente.
Lawrence (1963b) observd que la adicion de azucares o aminodcidos con dcidos grasos a
suspensiones de esporas latentes estimulaba 1o oxidacion de los dcidos grasos con la consecuente
produccion de  metil-cetonas. Se especuld que los azicares y aminodcidos activaban a las esporas
mduciendo germinacion v en consuu«.nua estimulaban la produccion de metil-cctonas.! il

El trabayo de Fan et etal. "™ aclaré muchos de estos puntos oscuros v permitio tener una idea
mucho mis completa del papel de las esporas v el micelio del hongo en la oxidacion de los dcidos
grasos. En dicho trabajo se estudia primeramente ¢l patrén de germinacion de las esporas de P.
roquefortii, reportandose que dicho patron es similar al descrito para otras especies fimgicas. La
secuencia de genminacion envuelve ¢l hinchamiento inicial de las esporas en reposo, seguido de la
formacion de tubos germinales v su subsccuente alargamiento en hifas y micelio. Las esporas en
reposo comenzaron a hincharse aproximadamente después de 4 h de haber sido inoculadas en el
medio de germinacion. Se observo la emergencia de los tubos germinales entre 11y 12 h despuds de
comenzada la incubacion de las esporas. El nimero de esporas germinadas se lucrementd
rapidamente. v después de 14 h se encontrd un 80% de germinacion (Fig. 12). La germinacion
maxima se encontrd a las 16 h, cuando se alcanzd un nivel de 91% v posteriormente, este nivel se
mantuvo. La clongacion de los tubos germinales mantuvo una tasa constante de 20 pn/h para cada
espora durante las [4-40 h de incubacion.

El proceso de germinacion se puede dividir arbitrariamente en cinco fases: esporas en reposo
(0 h). esporas hichadas (1-10 h), ctapa de emergencia del tubo germinal (11-16 h), etapa de
alargamicnto del tubo germinat (17 It en adelante), y micelio. En general, es dificil detenminar en qué
etapa los tubos germunales se desarrolan en micelio.”

Durante la germinacion, ¢l peso seco de las esporas se incrementa debido a la absorcion de
nutrientes exogenos presentes en el medio. Este incremento es muy lento durante la fase de
hinchamiento, pero se vuelve muy riapido durante la emergencia y alargamiento del tubo germinal. La
microscopia clectronica revelo que la pared celular de Ia espora en reposo consiste ¢n cuatro capas
P), P2, P3 v P4 (Fig, 13). La capa mas externa (P1) se rompe y separa durante el hinchamiento de la
espora en reposo. La pared celular del tubo germinal es mucho mis delgada que la de la espora y
tiene solamente la capa transparente a los clectrones (P.») La capa mas externa en la espora en
reposo (P1) no se observa en la pared celular del micetio.™

Con base en los datos obtenidos en este estudio se deduce que la fisiologia de la espora
claramente afecta la tasa de formacion de mctil-cetonas. Las esporas cn reposo muestran una
actividad apreciable en la formacion de las metil-cetonas. Sin embargo, mientras las esporas
germinan, su actividad se ve reducida a pesar de su masa celular mayor (Fig. 14). La cantidad de 2-
heptanona producida por las esporas en las etapas de hinchamiento v de emergencia del tubo
germinal es considerablemente menor a la producida por las esporas en reposo. Asi también, sus
periodos estacionarios se alargan. La productividad de 2-heptanopa ¢s minima en la ctapa de
emergencia del tubo germinal. Una vez que es aleanzada la ctapa de maxima germinacion, la
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capacidad de las csporas para la produccion de la metil-cetona se recupera a un mvel que excede
ligeramente al de las esporas en reposo. Despuds de Ia etapa de alargamiento del tubo germunal, Ias
¢sporas son extremadamente activas cn el metabolismo del dcido octanoico. 148

En los inicios de la ctapa de alargamiento (20 h de germinacion), las esporas muestran la
menor eficiencia en la formacién de 2- heptanona por unidad de peso, mientras que las esporas en
reposo v las germinadas en 24,28 v 32 h. presentan tasas comparables de produccion de la metil
cetona. El acido parece inhibir Ia produccion de 7-lnpt1non.1 en varias etapas de la germinacion. Las
CSPOFAS ¢ reposo son mds resisitentes a esta inhibicion ™** (Tabla 8).

En general, se ha observado una correlacidn positiva entre el nivel de dcidos grasos libres v
la produccion de  metil-cetonas. % pero mientras la mayoria de metil-cetonas mayores son
presumiblemente derivadas directamente de los dcidos grasos correspondientes por oxidacion, las
concentraciones de metil-cetonas Cq v Cy exceden los radios molares de los dcidos grasos Cgy Cpg
correspondientes en la grasa de la leche. indicando su posible derivacion a partir de los dcidos grasos
de cadena mayor, ™

Dartu' v Kinsella (1973a, 1973b) observaron la degradacion del palmitato de sodio 143 y del
dcido laurico™ ? por csporas de P._roquefortii, v en ambos casos se observa la formacién de una serie
homologa de metil-cetonas (C3-Cy5 inclusive), ademds de alcanales, alquenales,alcadienales v otros
compuestos carbonilicos, aunque ciertamente se observo también que en ¢l caso del palmitato fue Ia
punt'\ducanon'\ la metil cetona pmionnnantu 3 asi como la undeeanona lo fue para el dcido
linrico.** En ambos trabajos. Ia actividad maxima de las esporas se encontrd a una temperatura de
30°C y a un valor de pH de 6.5. Se deduce que fa presencia de metil-cetonas de cadena corta como
producto de estos dos acidos de cadena larga denota a estos ultimos como fuentes de metil-cetonas.

4. Degradacion de la lactosa y contenido de dcido ldctico

Como sc menciond anteriormente. los organismos utilizados como iniciadores de la
fermentacion en la produccion del Camembert son principalmente estreptococos mesofilos lacticos,
que producen dcido lactico a partir de la lactosa por la via del difosfato de hexosa. La renina se
agrega a la leche tras cierto tiempo necesario para que ésta alcance un pH de alrededor de 6.4
Durante ¢l drenado del cuajo se Heva a cabo una intensa acidificacion del mismo, y al ser vaciado en
los moldes su pH es de 4.6, La cantidad de lactosa residual en el cuajo decrece ripidamente después
de 5 a 10 dias de su proccsannuxto lo cual corresponde a los dias de apar lClon de P._camemebertii;
posteriormente, la lactosa sigue¢ disminuyendo, aunque mas lentamente.™* La lactosa llega a
desaparccer completamente después de 20-30 dias de maduracion. lo cual se alcanza mas
rapidamente en la superficie que en ¢ centro delf queso. La concentmcxon de otros aziicares, como la

galactosa v la glucosa, es demasiado baja encl C amembert.™

La microbiota lactica del Roquefort incluye, ademas de estreptococos homofermentativos,
lcuconostocs v otras bacterias, que convierten la lactosa en dcido ldctico, dcido accético, etanol y
€0, ¥ Este g gas permite la formacion de pequefias aberturas en el cuajo, lo cual ayuda al desarrollo
de P._roquefortii: ademas las levaduras presentes en el cuajo también degradan la lactosa,
contribuyendo a la formacion de estos espacios.

El dcido lactico producido por las bacterias fermentativas en los quesos madurados por
hongos es utilizado posteriormente por los liongos y las levaduras. Bemer observo en ¢l Camebert
niveles iniciales de L-lactato de 2.9% (materia seca) en la superficie v de 3.6% en ¢l centro del queso.
Se observa un decremento rapido de estos niveles entre los dias 3o. y 100. de la maduracién, lo cual
coincide con el crecimiento de Penicillium; la cantidad de L-lactato en el gueso madurado es de
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0.02% "% Elissmero D-lactato se |)l(.‘5Lllla solo en pequenas cantidades. v al final de la maduracion
cast ha desaparccido compluamuuc

Tricu-Cout v Gripon (1982) ™ observaron que despuds de 6 h de drenado, ¢l cuajo del
Camembert ticne un pH de 4.86; durante los primeros 3 dias de maduracion dste se reduce hasta 4.60
debido a la degradacion de la lactosa residual por parte de las bacterias aeido lacticas. A partir del
70. dia y hasta el 280. dia de maduracion se establecio un gradiente de pH entre la superficic v el
centro del queso. Esto se debid principalmente a Ia utilizacidn del dcido lactico por P. camembertii.
En ¢l centro del queso el pH se incrementé lentamente hasta el dia 28 de maduracion y posteriormente
s¢ mcrunulto ripidamente hasta alcanzar un valor igual al medido et ln superficie el dia 35 de
maduracion ’ (F15 15). Posteriormente, Schlesser y su Lqulpo(l‘)‘ﬂ) han confirmado lo anterior,
explicando que el incremento en ¢l pH en ¢l Camembert puede ser explicado por la asimilacion del
dcido lactico v la desaminacion de los aminoacidos realizadas por P. camembertii. ' La elevacién del
pH no es tan extrema en los quesos de vena azul; sin embargo. ¢l pH del 'Blue d'Auvergne' llega a
valores de 6.2 | v de 6.5 en ¢l Danés Azul.®

La ncutrnhzacnon del queso juega un papel importante en el proceso de la maduracion.
Debido a esta neutralizacidn, algunas bacterias dcido sensibles, que inchuyen micrococos y bacterias
corineformes. se establecen en Ia superficie del Camembert y sus tipos relacionados y contribuyen a
sis caracteristicas tradicionales de sabor. La neutralizacion también favorece la accion de varias
enzimas que tienen un papel nnpoxtanlc cn la maduracion, cuyo pH dptimo csta mas cerca de la
neutralidad que de los valores dcidos.' 2 Ademas. se ha observado que la neutralizacién causa
migracion de mincrales dentro de los quesos madurados por hongos; Le Graet et al, 1% mostraron que
hay una migracion considerable de calcio y fosforo inorganicos (17 y 9 g/Kg respectivamente) en los
quesos suaves; estos valores fueron menores en el centro de los quesos. Estos mismos autores
también reportaron que ¢l pH alto de la superficie causaba la formacién de fosfato de calcio
insoluble, inmovilizandose esta sal en la corteza. Estos datos pueden ser de interés nutricional, ya que
al final de la maduracion la corteza del queso contiene alrededor del 80% del Ca y el 50% del
contenido total de fosforo.'™
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VI. RELACION DE LOS COMPUESTOS FORMADOS DURANTE LA MADURACION
CON LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL QUESO.

1. Acidos grasos libres

Se encuentran varios rt.porlus en los que se asegura que los dcidos grasos per se tienen
sabores definidos v agradables * 8,26 v que se considera que estos LOlllPllLSlOb derivados de la leche
contribuyen al sabor de los quesos maduros de diferentes variedades ', Sin embargo, algunos otros
autores, como Seth y Robinson # describen que no existe una correlacion en cuanto al alto nivel de
dcidos grasos libres presentes en la gran mayoria de quesos, en particular ¢n los quesos madurados
por hongos, y la intensidad del sabor del queso. Mis bien, los acidos grasos libres dan lugar a un
cierto sabor rancio facilmente perceptible. El término rancidez se utiliza frecuentemente para
describir ka presencia del acido butirico, ¢l cual es liberado de la base de glicerol de un triglicérido
por la accion de una lipasa. Por otro lado, es una consideracion general que la presencia de altos
niveles de acidos grasos libres, ademds de tener una influencia negativa directa en ¢l sabor de los
quesos, tiene cfectos adversos en la calidad del mismo, va que inhibe ¢l crecimiento de
microorganismos responsables de la biosintesis de otros constituyentes importantes para el sabor.

Sin embargo, aunque los dcidos grasos libres no conficren a los quesos caracteristicas
deseables por si mismos, tienen una gran importancia, en particular en los quesos madurados por
hongos, porque sirven como sustratos para la formacion de metil-cetonas y alcoholes secundarios.

2. Metil-cetonas

Se ha demostrado que las  metil-cetonas tienen un papel  esencial en cuanto a las
caracteristicas de sabor y aroma de los quesos madurados por hongos y excepcionalmente en los
quesos de vena azul. Las moléculas mas importantes por su abundancia son la 2-heptanona y 2-
nonanona; también se presentan frecuentemente 2-pmt:1non:1 2-propanona, 2-undecanona y 2-
tridecanona, aunque en cantidades menores. W 9% (Tabla 9). Existen, sin embargo, grandes
variaciones entre muestras, tanto de concentraciones individuales como totales de metil-cetonas, por
lo cual es dificil establecer patrones. Dartey v Kinsclla observaron que la concentracion total de
mietil-cetonas aumenta hasta cl dia 70 de la maduracion, y posteriormente disminuye, i

Asi también, se ha observado que los quesos en los que hay una lipolisis limitada no tienen
un aroma fuerte,”® pero que al afiadir lipasas al cuajo se favorece la aparicion de metil-cetonas, 154 y
por ¢llo, tanto el sabor como ¢} aroma se intensifican.

La importancia de las metil-cetonas, aunque menor que en los quesos de vena azul, es
también considerable en el Camembert, ya que estos compuestos, junto con los alcoholes secundarios,
son algunos de los principales elementos neutros de la fraccion volatil de estos quesos. Lamberet et
al. reportaron que la capacidad de P._camembertii para producir metil-cetonas varia notablemente
entre las diferentes ccpas."‘
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La fraccion volatil de los quesos madurados por hongos incluye muchos otros clementos
ademis de las metil-cetonas, entre los que destacan los alcoholes secundarios, ésteres, aldehidos y
los compuestos sulfurados

-~

3. Alcoholes secundarios

Los alcohioles secundarios son producidos en los quesos madurados por hongos por
Penicillium sp. a través de la reduccion de las muul -cetonas. Los alcoholes mids comunes en el
Roquefort son 2-pentanol, 2-heptanol v -nonanol S En ¢l Camembert, ¢l 1-octen-3-ol juega un
papel p’ll’llull'\l, pues es ¢l responsable de la nota a champifion en ¢l sabor caracteristico del
Camembert*® (Tabla 10). Sin embargo, cuando ¢t nivel de este alcohol es demasiado alto, ¢l aronta
es defectuoso.Se cree que el origen del 1-octen-3-of es l'\ oxidacion de los dcidos linoleico y linolinico
por P._camembertii via conversiones hpoxigénicas. 5T La formacién de alcoholes secundarios via
reduccion de metil-cetonas se considera un mecanismo similar a la fermentacion alcohélica que tiene
lugar en Jas levaduras o a In formacion de actdo lactico en ¢l musculo, siendo el catalizador de a
reaccion una deshidrogenasa de alcohol especifica, precipitable con sulfato de amonio.'™

4. Proteinas

Las proteinas, mientras no sean degradadas en compuestos mas pegueiios, ticnen muy poco
sabar, sin embargo, {a presencia de proteina no disuelta tiene gran influencia en ¢l sabor del queso, ya
que suaviza la presencia de los diferentes sabores, haciéndolos menos agudos, asi como permitiendo
la mezcha de sabores de varias sustancias'™ En el proceso de maduracion de los quesos, la
protedlisis de la cascina da lugar como productos iniciales a los péptidos, dipéptidos y aminodcidos
(Fig. 2), y ya que todos estos compuestos, asi como la propia caseina, no son voldtiles, no
contribuyen al aroma del producto final, sino solamente a su sabor. Sin embargo, algunos productos
son sustratos de algunas reacciones que dan como resultado compuestos que influyen tanto en ¢l
sabor como ¢n ¢l aroma del queso madurado. 15

5. Péptidos

Los péptidos tienden a tmpartir sabores amargos al queso. Algunos péptidos en pamculdr
tienen este efecto bien definido, por ejemplo: Len-Ghi-Leu-Leu-Trp y Ala-Trp-Fen-Lis-Arg. 160 Las
opintones en cuanto al tamadio de los péptidos amargos varian, pero en general sc Lsta de acuerdo en
que contienen una alta proporcidn de aminodcidos hidrofobicos (Leu, Fen, Pro)." D¢ las diferentes
fracciones de la caseina, se comsidera que la ogj-caseina es la principal fuente de péptidos
amargos.'® Los quesos eh que estos péptidos se presentan muy probablemente contienen cepas
deficientes en peptidasas, lo que pumute la concentracion de estos productos al no poder degradarlos
en péptidos menores y aminaicidos.” Alglmos péptidos generalmente considerados como amargos,
fueron aislados por Mulder y se observo que realmente no evocaban tal sabor; mientras que algunos
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otros parccian impartir al3 queso un sabor defimdo como basico, que podia mejorar o acentuar ¢l
sabor general del queso.™®

6. Aminoicidos -

Los aminodcidos derivados de la proteina muy probablemente contribuyen en grado
considerable al sabor de los quesos madurados por hongos. La caseina contiene una gran cantidad de
aminoicidos y la gran mayoria de ellos han sido identificados en muestras de queso.! *El grado de
madurez ¢s importante para determinar ¢l contenido de aminodcidos pues cuando el queso muestra
un sabor bien definido se puede notar el nivel particularmente alto de algunos aminoacidos
individuales. En ¢l caso de los quesos madurados por hongos, los aminodcidos predominantes son:
Glu, Leu, Val y aminoicidos basicos. La prolina, en cambio, muestra un nivel especialmente bajo o
nulo en ¢l Camemebert. Los datos muestran que muchos aminodcidos se presentan en mayor
concentracion en ¢l Roquefort que en el Camembert, aun cuando los quesos de ambos tipos tenian
una intensidad similar de sabor. También se observd que aunque la mayoria de los aminoacidos
presentan la misma proporcion en ¢l queso que en la estructura original de la cascina, la Tir y la Pro
guardan una proporcion diferente a la original. Algunos de los aminoacidos son a su vez degradados
dando lugar a productos tanto voltiles como no voldtiles, como son: amoniaco, aminas, aldehidos,
alcoholes, fenoles, compuestos sulfurados y otros."®

7. Amoniaco y aminns

En los quesos madurados por hongos ¢l amoniaco resulta de la desaminacion de los
ammoacxdos por parte de las levaduras oportunistas, y principalmente de G. candidum'* y B.
linens,"*2 los cuales, como se menciond anteriormente, s presentan frecuentemente en la superficie
de los quesos madurados por hongos, especialmente ¢n los quesos swaves. A pesar de que no existen
datos muy consistentes en cuanto al papel del amoniaco como componente del sabor, se sabe con
certeza que es un elemento de gran importancia en ¢l aroma del Camembert tradicional.

En los quesos madurados por hongos se han detectado aminas primarias volatiles y no
volitiles, " como por ejemplo: etil-, butil-, isobutil-, isopentil-, dlmcm- dlLtll- dipropil-, dibutil- y
hexilamina, en concentraciones que fluctiian entre 0.64 v 1.3 mg/100 g % Se cree que las aminas sc
producen mediante la descarboxilacion de ammoqcndos libres bajo condiciones de baja tension de
oxigeno, en las que la desaminacion oxidativa es lenta'®® El papel de las aminas es poco conocido en
términos generales, sin embargo se conocen algunos detalles de algunas de ellas, como por ejemplo de
la N-isobu-acetilamina, que ha sido identificada en el Camembert.'® Este compuesto axslado tiene
sabor amargo, por lo que se supone debe contribuir a este sabor particular en el quuso § Este
compuesto se¢ puede originar a partir del- dipéptido Val-Gli, mediante descarboxilacion y
desaminacion. Sin embargo, se ha demostrado que esta secuencia particular de aminodcidos no se
presenta en las caseinas, por lo que la presencia de N-isobu-acetilamina en los queso madurados
implicaria que ocurrid una reaccion de transaminacion.®
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8. Aldehidos y alcoholes

Se cree que 13 presencia de aldehidos en los quesos madurados por hongos es responsable de
la presencia de sabores sucios. Estos compuestos son formados por la via degradativa de Stecker.
Esta via incluye la reaccion de un aminoacido con un grupo -carbonilo, la cual es catalizada por
las enzimas de S. lactis, especificamente la var. maltigenes. El aminodcido es desaminado y
posteriormente descarboxilado por un compuesto dicarbonilico, para dar lugar a un aldehido. De esta
manera es formado metional a partir de la metionina, y la valina da lugar al 2-mctilpropanal,'“ que
son aldehidos ampliamente reconocidos en los quesos madurados por hongos.

Estos compuestos, junto con el 3-metilbutanal, se han descrito como causantes de sabores
desagradables no bien definidos cuando se presentan en niveles demasiado altos, pero también han
sido identificados ¢n quesos de buena calidad en los que sus concentraciones son bajas; confieren
cierto sabor a malta en el queso.'®

Los aldehidos pueden ser reducidos v formar alcolioles primarios, que gencralmente se
presentan junto cowt los primeros. En el Camunbcrt s¢ han identificado los siguientes alcoholes:
feniletanol, 2-metilpropanol y 3-metil- l-but'mol En ¢l Camembert tradicional se ltan descrito
cantidades considerables de 2-feniletanol;*®” este producto ticne un agradable aroma a rosas Alcanza
una concentracion mixima tras una semana de maduracion y posteriormente dxsmmuye O Leey
Richard observaron que las levaduras pueden producir 2- fuulmnol a partir de fenilalanina, sin
embargo, G. candidum y B. linens no tienen esta capacxdad ! Es probable que este compuesto sea
producido por las levaduras que se desarrollan al principio de la maduracion, obteniéndose a partir de
la degradacion de la fenilalanioa por la via de Ehrlich-Neubauer, con el fenilpiruvato como producto
intermediario. '™

Los valores promedio del nivel minimo de deteccion (umbral de deteccion) de feniletanol en
un sustrato de tipo cuajo son 7.6 ppm para ¢l aroma y 9.0 ppm para ¢l sabor. Los niveles de este
producto que se encuentran en los quesos son ligeramentc menores @ los antesiores, pero
corresponden a los niveles minimos de deteccion de los catadores mas sensibles. *7® Por lo tanto, este
producto debe ser ¢l ruspomablc de la caracteristica floral que algunos catadores pueden distinguir en
¢l Camembert tradicional, !

9. Compuestaos sulfurados y fenoles

Los compuestos sulfurados se obtienen a partir de la descomposicion de aminoacidos que
contienen azufre: cisteina y metionina, y son de particular interés ya que generalmente contribuyen de
manera importante al aroma y sabor de los quesos madurados En particular, producen la nota a ajo
que se presenta clarainente en el Camembert tradicional.'™ En el Camembert tipico s¢ han
encontrado 2,4-ditiapentano, 2,4,5-tritiohexano y 3-metiltio-2,4-ditiapentano, ademas de sulfito de
dimetilo, lmnlsulﬂto y 3-metiltiopropanol, que también se presentan en otros quesos y causan la nota
basica del qucso ¥'Se ha descrito que P._cameniebertii produce sulfito de hidrogeno, sulfito de
dimetilo, metional y metanotiol a partir de metionina mediante una combinacién de oxidacion,
desaminacién y desmetiolacion. 18" EI metional tiene un sabor smular a pan/papa vy se considera un
portador de aroma, contribuyendo al aroma total del qucso1 E} metional puede a su vez ser
degradado a sulfito de dimetilo, el cual presenta un sabor similar a cebolla/tomate en dilucién.!”?
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El metanotiol se presenta en el Camembert principalmente cuando crecen en la superficie B,
linens o G._candidum. Sc han aishdo cepas de B linens a partir de productos Jicticos y se ha
observado que producen metanotiol.” plm estas bacterias ticuien una desmetiolasa que actia sobre
fa metionina para day lugar a este compuesto. 3 Asi también, se ha demostrado que G, candidum
produce metanotiol ademis de otros  compucstos sulfurados'™ No se ha demostrado una
contribucion dirccta ‘del metanotiol en ¢l aroma del Camembert, sin embargo, se sabe que varios
compuestos sulfurados se forman a partir de este producto a través de reacciones enzimaticas, 167
coma por ejemplo la que se lleva a cabo con ¢l formaldehido que da como yroducto el bis-(metiltio)-
metano. ¢l cual se considera importante en ¢l perfil aromdtica del qucso.5 El metanotiol puede scr
también convertido parcialnente en sulfito de dimetilo y polisulfitos mayores, por oxidacion, o bien
puede ser csterificado por deidos grasos libres formando metiltiodsteres. M La esterificacion de
acidos grasos de cadena corta con mmnonol qudq a cabo por la microbiota superficial genera tio-
¢steres con aromas sinulares al del qucso " Los metiltiodsteres también tienen otras propicdades
organolépticas en fos quesos madurados por hongos. El metanotiol es liposoluble y practicamente no
hidrosoluble. Al usar leche sin grasa para la elaboracion de quesos madurados por hongos s pierde
practicamente todo ¢ contenido de metanotiol que pudiera formarse cu la maduracion, lo cual
contribuye a la pobreza de sabor de los quesos hechos con leche descremada. '

En cuanto a los fenoles encontrados en los quesos madurados por hongos. se puede decir
poco. Por un lado. se sabe que ¢l fenol , el p-cresol v ¢l indol tienen cierta importancia como
clementos del sabor de estos quesos, pero son pocos los detalles que se pueden precisar. El fenol es
formado a partir de la degradacion de la tirosina, por la pérdida de un grupo de alanina. De mancra
similar, ¢l indol s¢ forma a partir del triptofano: este dltimo compuesto tiene un aroma floral dulce
agudo en dilucion, pero cuando esta concentrado mnu un aroma repulsivo, por lo cual puede causar
sabores indeseables a concentraciones inadecuadas.'

10, Pirazinas

Las pirazinas son compuestos organicos ciclicos definidos como diazinas 1-4 y representados
como un hibrido de resonancia de In estructura candnica (Fig. 7). Estos compuestos se presentan en
la naturaleza en cantidades relativamente pequeiias, pero se sabe que se presentan en una gran
variedad de alimentos. contribuyendo tanto a su sabor como a su olor. La gama de productos en los
que se presentan puede ir desde semillas . como las del café, ¢l cacao o ¢l cacahuate, en frutos, como
chicharos verdes y papas, hasta productos de origen tanto vegetal como animal, como por ¢jemplo, en
cortes de carne de res, en productos fermentados de soya, en ¢l té negro y en varios quesos, como por
cjemplo el Emmentaler v ¢l Gouda. Ademas se han reportado a varias especics de Aspergillus y de
Streptomyces  como productoras de pnmzmas asi como a algunas levaduras, como por ejemplo
Candida pulcherrima (Linder) Windisch. '

La presencia de pirazinas es bien conocida en los quesos madurados por hongos, y parece
que estos compuestos contribuyen al sabor nuez/pimicnta del queso, ademas de que afectan la calidad
general del mismo. La 2-metoxi-3-isopropilpirazina (MIP) (Tabla 10) y las alquilpirazinas son de
una importancia particular, ya que se reconoce a la MIP como responsable de una nota moho/ticrra
en ¢l sabor del queso. asi como de un aroma mohoso similar a chicharo o papa cruda, especialmente
en los quesos mas maduros. El bajo valor umbral de este compuesto (0.02 ppb) hace pensar que son
cantidades muy pequefias las que contribuyen al sabor comiin del Camembert y del Brie, micntras
que ¢l exceso de este producto ficilmente contribuiria al sabor defectuoso a tierra/ champiiion que
algunas veces presenta el Camembert francés.*®
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VIL PROBLEM.»'\S_MICROBIOL(')GICOS Y BIOQUIMICOS DURANTE Y DESPUES DE
LA MADURACION

1. Problemas microbiolagicos

Un problema durante la maduracion del Camembert es la contaminacion por P._roquefortii en
la superficie de cste queso. Esta contaminacion se controla efectivamente usando concentraciones
altas de esporas de P._camembertii en el queso, ademas de la fumigacion de las repisas y del cquipo.“
Sin embargo, un problema mas frecuente que el anterior es la presencia de un mohio de color negro,
Mucor sp., que causa una apanmcn indescable en la superficie blanca del queso; este defecto es
conocido como "pelo de gato” * Este moho se presenta normalmente en la superficic del queso
Tome de Savoie. pero en el Camembert puede ser controlado por la adicion de NaCl, aireacion
completa de las ruedas de queso y fumigacion. A pesar de todo esto, el hongo es muy persistente y
puede reaparecer en poco tiempo, aunque generalmente lo hard en una escala menor.™ En ocasiones
se presenta en estos quesos un crecimiento excesivo de G._candidum, causado por un salado
deficiente y un drenado igualmente insuficiente, que ayudan al desarrollo de este hongo. El desarrollo
incontrolado de G. candidum tiene efectos indescables sobre ¢l Camembert, ya que, por una parte,
impide la implantacién de P._camembertii, y, por otra, causa defectos en la apariencia y el gusto del
queso, que en conjunto son conocidos con el nombre de "piel de sapo”

En algunos casos, la leche con que se elaboran los quesos esta altamente contaminada con
bacterias psicrotrofas, lo cual causa defectos organolépticos. Esto se debe a que la actividad lipasa de
las bacterias tra¢ como t.onsccucncm el incremento en la lipolisis, causando sabor rancio y en
ocasiones también un sabor 'unarg._.o ™ Por otro lado, es dificil controlar la microbiota coliforme en
el Camembert. Al principio de la elaboracion del queso, el proceso de acidificacion destruye una gran
parte de estas bacterias, pero cuando el pH se cleva en la maduracion, las baclerias se reproducen
nuevamente resultando, en algunos casos, en altos niimeros de coliformes en ¢l queso.

Por itltimo, se debe tomar en cuenta también que un crecimiento demasiado abundante de P.
camembertii trac como consecuencia un grado de protedlisis excesivo, lo cual generalmente conlleva
defectos en la acentuacion del sabor amargo en ¢f qm.so el crecimiento excesivo de este organismo
puede a su vez limitar ¢l crecimiento de G.candidum.™ Como se mencioné anterisrmente, algunas
cepas de G.candidum mejoran claramente el sabor v el aroma de los quesos pasteurizados del tipo
Camembert. Su crecimiento controlado resulta en un sabor mis tipico, muy cercano al del
Camembert tradicional.'

P._roquefortii ¢s un hongo dommante, v la experiencia en fa elaboracion de quesos lo
considera mas fuerte que ¢l hongo blanco P. camembertii; esto procede de la observacion de que en
cualquier oportunidad que se presente al primero, la aprovechara para conquistar el terreno del
segundo, tanto en los quesos como cn los mismos cultivos."” También en el Roquefort y sus tipos
relacionados, el crecimiento del hongo es un factor crucial.

Si ¢l crecimiento del organismo es demasiado extenso o demasiado lnmtado ¢l aroma y el sabor
finales seran tan acentuados que son indeseables, o demasiado débiles."™ Los defectos mas comunes
de los quesos de venas azules son ¢l crecimiento excesivo o insuficiente del moho y ¢l crecimiento
excesivo de B, linens.®® EI crecimiento de P._roquefortii puede ser limitado por la concentracion de
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NaCl en el medio. que puede ser mayor a 6-8% en la fase liquida en Im quesos de vena azul; la
tolerancia a dichas concentraciones varia entre las diferentes cupasl Se sabe también que ¢l
proceso de salado, cuando es demasiado prolongado, causa un decremento en las tasas de proteolisis
v hipdlisis. W27 Ademas de los cfectos sobre_P._roquefortii, la concentracion de sal influye en la
implantacion de micrococos v levaduras en la superficie del Roquefort. 36

2, Problemas bioguimicos - micotoxinas,

Micntras que P._camembertii produce sustancias como ¢l ergosterol, que es un precursor de
fa vitamina D, v ¢n los quesos de vena azul se presentan sustancias como la niacina y la vitamina
B6."como otros hongos, también P. roquefortii v Pcamembertii pueden producir una serie de
sustancias toxicas conocidas como micotoxinas. Las cepas de P._roquefortii pueden producir acido
penicilico. roqueforting, isofunugaclavinas A y B, lO\ma PR, dcido micofendlico y patulina; P.
camembertii produce ademds dcido ciclopiazonico. T " Sin embargo. la patulina y ¢l acido penicilico . »
no han sido hallados Lll quesos, 1 como tampoco la toxina PR, la cual es inestable bajo as
condiciones del cu1jo % Los metabolitos fungicos que pmdul ser hallados ¢n los quesos sou:
roquefortina, 193 1sofumigaciavma A acido micofendlico’™ y dcido ciclopazomico. 193

Le Bars, (1979) ' aislo 20 cepas de P._camembertii a partir de diferentes quesos
comerciales, ¢ investigd en cllas su capacidad para producir deido ciclopiazénico.Encontré que todas
las cepas producian este acido en dos medios de cultivo diferentes a 25, 13 y 4 °C. Notd que la
produccion del compuesto dependia fuertemente de Ia cepa y de los parametros ambicntales: medio.
temperatura y tiempo de incubacion. Esta micotoxina fue encontrada en Ia corteza con la siguiente
proporcion: 0.05 a 0.1 g/g en tres muestras, 0.1-0.2 g/g en cinco muestras, v 0.4, 1.0y L5 g/g en
otras tres muestras; sim embargo, no sc detectd en la parte interna del queso. Al considerar Ia
toxicidad de la micotoxina, se calculd que las dosis de dcido ciclopiazonico que se ingieren
ceventualmente por los consumidores - que en las muestras mas contaminadas equivaldria a 3 6 4 g.
por una porcién (aproximadamente un octavo de un queso Camembert) - son nwy bajas en
comparcion con la dosis letal al 50% en ratas (36 mg/Kg per os) . Por otra parte, se debe considerar
que la produccion de las toxinas s¢ presenta ¢n su mayoria a temperaturas demasiado elevadas
comparadas a las temperaturas de refrigeracion. El estudio demostro que son cleimentos necesarios
para una contaminacion natural ¢n los quesos una muy alta fuerza y tasa toxigénicas de las cepas, y
que Ia distribucion de la capacidad toxigénica hace perfectamente posible escoger cepas pobres en
esta caracteristica.

El dcido micofendlico (MPA), una de las micotoxinas producidas por P._roguefortii, ha sido
wdentificado como wno de los metabolitos responsables de la inhibicion del desarrollo de embriones de
pollo y de cultivos celulares. Sin embargo, la toxicidad de este producto parece ser baja para los
maniiferos. '° En los mamiferos, ¢l MPA es absorbido rapidamente por el tracto digestivo, y después
de su conjugacion s excretado como MPA-glucurdnido en la orina, " Las dosis letales al 50% per
os son de 2,500 mg/Kg en ratas y de 700 mg/Kg en ratones. En conejos, dosis orales diarias de 80 y
320 mg/Kg durante un afio no dan resultados aparentes de toxicidad. Sin embargo, en ratas la
administracion oral de dosis diarias del orden de 30 mg/Kg causan anemia y muerte después de
varias semanas. Los monos presentan dolores abdominales, diarrea con bzmg,u y anemia después de
dos semanas de alinentarse con dosis de 150 mg/Kg. "™ Lafont y su grupo % aislaron 16 cepas de
P. roquefortii_a partir de diferentes quesos de vena azul de distintas procedencias de Europa y
estudiaron en ellas fa produccion de MPA. Todas las cepas del estudio produjeron la toxina, pero
solamente en cuatro de cllas se presento en cantidades relativamente grandes. Tres de estas cepas se
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cultivaron en cuatro medios diferentes a 15°C. Los mveles de MPA fueron similares en los cultivos
que crecieron en los medios sintéticos v semisintéticos, pero fueron mucho menores cuando cl
sustrato fue cuajo de leche (Tabla 11) ' Si asumimos un nivel de “no efecto” para las células
humanas a 0.5 g /ml in vitro (aprox. 0.5 mg/Kg in vivo), un humano de 70 Kg. podria consumir 35
mg de MPA. Esto equivale al consumo de 7 Kg de queso de vena azul que contenga 5 mg de
MPA/Kg, el valor nids alto detectado en los quesos del mercado aleman. M

Como conclusion, se pucde decir que, considerando los bajos niveles (ppm) de las
micotoxtnas cn general, v su actividad biologica. se ha concluido que no existe riesgo alguno para la
salud humana. aun cuando se consuman grandes cantidades de queso. A pesar de esto, algunos
autores atin consideran prudente el seguir realizando continuamente estudios toxicologicos. %
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Tabla 1. Composicién de la leche de vaca como materia prima para el queso.*®

Macrocomponente % Aprox. Microcomponentes

Grasa 3.75 Algunos diglicéridos, principalmente triglicéridos.

Lipidos 0.05 Lecitina, cefalina, esfingomielina.

Proteinas 3.38 Caseinas 2.78%. Proteinas del suero 0.60 %.

Lactosa 50 Azucar de la leche.

Sales 0.9 Calcio, Magnesio, Sodio, Potasio, Fosfatos, Citratos, Cloruros,

Sulfatos.



Tabla 2. Composicion del agar de Czapek.”

.Componentes Porcentaje
Sacarosa 4.00
Sulfato de magnesio 0.05
Fosfato de potasio 0.10
(KH,POy)
Cloruro de Potasio 0.05
Nitrato de sodio 0.30
Agar (Bacto) 1.50




Tabla 3. Caracteristicas generales de los quesos madurados por hongos mas importantes.

Queso Peso Aproximado Caracteristicas
Ibs/grs
Roguefort 45-50 Queso de leche de oveja, madurado
2,043 - 2,270 en las cuevas de Roquefort, Francia.
Venas azules sobre fondo blanco.
Stiiton 12-15 Leche de vaca. Origen: Inglaterra.
5,450 - 6,810 Vena verde-azul sobre fondo blanco.
Gorgonzola 14 - 30 Leche de vaca. Origen: Valle de Po,
6,350 - 13,620 Italia. Vena verde-azul en fondo lige-
ramente amarillo.
Azul 45 5.0 Leche de vaca. Elaborado en Fran-
2,043 2,270 cia, Dinamarca, E.U.A. y Argentina.
Vena Azul en fondo blanco o ligera-
mente amarillo.
Camembert 0.5 Leche de vaca. Hecho en Normandiz,
227 Picardy, Francia, también en E.U.A,,
Dinamarca y Alemania. Afelpado
blanco en la superficie del queso.
Brie 4 Leche de vaca, producido a 30 millas
1816 al este de Paris. Afelpado blancoy
rojizo en la superficie muy amplia del
queso (en diametro).
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Tabla 4. Composicion tipica de los quesos madurados por hongos. !

Grasa
Humedad
Proteina
Sal

Otros

Azul
%

30.4

41.5

213

4.0

2.3

Camembert
%

27.0
50.0
19.0

2.3

1.7




Tabla 5. Composicion comparativa de las diferentes regiones electroforéticas de las caseinas
de varios quesos. %

Caseinas (% de densidad éptica total)

Pre-ag g f3- - Yor Y5
Cheddar 24 20 11 21 8 16
Edam 12 22 10 30 9 16
Bola 11 11 39 17 8 14
Gouda 17 17 35 22 4 6
Gouda 17 15 45 12 5 7
Port du Salut 16 16 37 13 7 11
Mimolette 14 21 29 16 7 12
Parma 9 25 12 33 12 8
Emmental 16 15 16 32 14 7
Emmental 17 23 10 31 9 11
Emmental 14 15 19 29 12 11
Gruyere 15 15 22 28 10 9
Taleggio 19 20 37 9 5 10
Muonster 21 16 34 12 6 10
Pirinees 15 16 31 15 7 16
Tilsit 18 20 21 23 7 10
Provolone 10 21 18 32 8 11
Tilsit 17 24 14 22 9 13
Mozzarella 19 25 23 15 4 14
Appenzeiler 12 15 26 23 11 14
Brie 18 14 36 15 6 12
Brie 20 23 29 13 1 15
Camembert 11 23 38 12 6 11
Beaumont 22 17 34 11 5 10
Danablau 15 19 20 13 12 21
Roquefort 14 18 9 12 15 31
Roquefort 10 11 28 18 7 26



Tabla6 Composicién de aminodcidos de las metaloproteasas de_P. camembertii y
P. roguefortji . **'

P. camembertii P. roquefortii
Calculado Ndmero Calculado Ndmero
Aminoacido (Residuos/mol) mas cercano (Residuos/mol) maés cercano
Acido aspartico 20.4 20 17.2 17
Treonina 236 24 22.3 22
Serina 18.1 18 18.4 18
Acido glutamico 13.6 14 12.2 12
Prolina 47 5 4.4 4
Glicina 10.4 10 11.5 11
Alanina 30.9 31 30.4 30
Cisteina 6.4 6 6 6
Valina 7.4 7 9.7 10
Metionina 0 0 0 0
Isoleucina 3.4 3 2.6 3
Leucina 16.3 16 16.7 17
Tirosina 10.9 11 1.7 12
Fenilalanina 3.5 3 2.2 2
Triptofano 0 0 0 0
Lisina 10.1 10 9.9 10
Histidina 3.1 3 3.1 3
Arginina 2.1 2 3.1 3
Total 183 180



TABLA 7. Composicion de acidos grasos libres (AGL) de variedades de quesos suaves y semisuaves. 123

Concentracion de AGL _(ppm)

Pais de c18:0
Origen C 40 C 60 C 80 C 10:0 C 12:0 C 14:0 C 16:0 yafines Total

Camembert Alemania 35 5 14 35 43 69 270 210 681
Brie Francia 124 9 19 44 74 255 839 1314 2678
Port Salut Francia 41 4 8 54 33 86 275 199 700
Monterrey E.U. 93 3 10 37 20 110 252 211 736
Roquefort Francia 992 751 715 2104 1403 2632 6452 17404 32453
Azul E.U. 1146 777 546 1275 1835 4147 11416 14088 35230
Limburger E.U. 1457 688 24 50 92 602 565 709 4187
Edam E.U. 60 8 9 14 47 39 122 57 356
Colby E.U. 81 9 33 49 22 67 196 93 550
Gjetost E.U. 106 35 31 180 49 170 456 631 1658
Leche de E.U. 126 69 158 625 206 310 970 2094 4558
cabra

Sapsago Suiza a 38 10 58 0 45 37 23 211
Gruyere Suiza 1037 83 6 16 13 58 193 75 1481
Suizo Holanda 170 Q0 45 122 208 311 1904 1427 4277
Brick Alemania 72 2 8 35 22 63 161 39 402
Cheddar E.U. 15 2 6 25 37 103 285 524 297

a: Pico oscurecido por un compuesto desconocido



Tabla 8. Produccion de 2-heptanona a partir de diferentes concentraciones de
acido octanoico por P. roguefortii en diferentes etapas de germinacion,

umol de 2-heptanona producidos durante
la_germinacién de esporas
Acido Esporas
Octanoico en reposo 24 h 32h
( umol)
3 2.20 2.40 2.03
6 4.14 3.23 1.30
9 5.94 0.73 0.36
12 714 0.28 0.26
15 6.54 0 0




Tabla 9. Contenido de metil cetonas (2-alcanonas) en muestras de queso

68,96

azul,
1g /10q de queso azul seco
Metil cetona A? B® c* p®
2-propanona 65 54 75 210
2-pentanona 360 140 410 1022
2-heptanona 800 380 380 1827
2-nonanona 560 440 1760 1816
2-undecanona 128 120 590 136
2-tridecanona 0 0 0 100
Total 1940 1146 4296 5111

*A, By C son muestras comerciales de queso azul

madurado

® queso azul madurado durante 2 meses

r— . e e -
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Tabla 10 Compuestos volatiles producidos por cultivos de P. camembertii desarrollados en un medio definido,*

concentracién relativa_ng

Compuesto Calidad de ojor del Umobral Cultivo Cultlvo
efluente de columna de olor "' joven maduro
(ppb) (5 dias) (29 dias)
3-octanona similar a tierra/champiiidn/cetdnico 50 0.02 0.09
3-octanal 18 0 0.25
1,5 octadien-3-ona hojas de geranio 0.001 tr tr
1-oclen-3-ol champifiones crudos 10 0.35 17.40
1,5-octadien-3-of tierra/geranio 10 tr 1.03
2-metox|-3-isopropil- tierra/huez/similar a papa 0.002 0 0.01
pirazina
2-metiliso-borneol mohosoftierra 0.1 0.05 0.16
2-metil-1-propanol 1.60 0.65
2-metil-2-pentenal 0.45 0.19
3-metil-1-butanol 475%x103 14.08 0.78
Naftaleno 0.06 0.14
Damascenona 10 tr tr
Acido octanoico 0.03 0.08

' Concentraciones umbrales en agua.
tr: trazas



Tabla 11. Produccion de acido micofendlico por cultivo de_P. roquefontii en diferentes medios. '

Cepa Medio Acido micofendlico ®
( 1g/g de medio)

603 ! 81.0
i 60.7

il 74.8
v 9.2

549 I 48.6
I 54.6

il 63.5
v 1.62

280-67 | 28.7
il 25.2

il 21.7
v 0.64

? Dalos obtenidos después de 10 dias de incubaciéna 15° C.

Medio I; Solucidon Czapek con dextrosa.

Medio Il: Medio semisintético usado para la produccidn de micotoxinas.
Medlo I1l: 2% extracto de levaduras y 5% sacarosa.

Medio IV: Leche cuajada.
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