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INTRODUCCIÓN. 

El queso es un alimento universal. quo so produce en casi todas las 

regiones del mundo a partir do lecho do diversas especies de mamlfor-os. Los 

quesos se encuentran entre los mojaros alimentos dol hombro, no sólo por su 

gran valor nutritivo, sino tambión por 13 gran variedad do cuahdades 

organolépticas que poscon 1 El proceso do elaboración del queso es muy variado, 

dependiendo do su tipo y ongcn. Existen quesos frescos y madurados. 

Durante l.a maduración de los quesos, se deben cuidar las condiciones de 

aireación, humedad y temperatura de las cámaras o cavas donde ésta se realiza. 

Cada queso tiene sus condicroncs -humedad y temperatura- óptimas para la 

maduración Durante este periodo. los quesos pierden peso por evaporación del 

agua y dosarrollan aromas y sabores caractcristicos de cadn tipo. Es necesario 

procurar que la pérdida df~ humedad sea uniforme en todos los quesos 

almacenados, 

Los quesos azules (Roquefort. Bleus d' Auvcrgnc. Avcyron. de las 

Causscs. del Ouercy. de Laquev1llc. la Fourmc d'Ambcrt. el Blcu del Haut-1ura. 

Bleu de Bresse. Gonzonzola, St11ton. c..-tc) son quesos madurados a los que se les 

ha adicionado PoniciJ/11n1 glaucurn o Pcn1::;11!11m roqucfort1. para que desarrollen las 

características scnson.:lles deseadas. generalmente. los quesos azules requieren 

entre 90 él 120 dias para su rnadur<ic1ón. con!>ervados a un;i tempcr.Lltura entre 7 a 

11 "'C y con una humedad reJ¡1t1va mayor al 90°/o 2r;, Para aceler~r el proceso de 

maduración. se pueden ;:¡d,c1on;ir cnz1mos (lrpa!:>ds) procedentes del Pcnicil/urn 

roqueforti. cons1dcrandose estos quesos como quesos modificados 

onzimát1camcntc Las cnz1rn~s en el queso. cntal1zan o aceleran diferentes 

reacciones donde grasas. protcinas. azucares y otros productos intermedios se 

ven involucrados,~ 



El ténnino -queso modificado cnzimáticamcnto .. fue utilizado por primera 

vez en 1974. a petición do la FDA (Food and Drugs Administration) para la 

aprobación dol producto como ingrodicnto opcional en quesos procesados y 

productos 13cteos. Los quesos modificados cnzim~ticamcnto. se elaboran a partir 

do un queso al que so lo adicionan enzimas lipolilicas y/o protcoliticas en algUn 

punto del proceso do elaboración: a la locho. a la cuajada o al queso terminado 

mediante el proceso do fundido. 1 g 

Como so mencionó nntcnormcnto. ol uso de l1pasas en la claboraaón de 

quesos implica una reducción en los tiempos do maduración, mientras se 

generan los aromas y snborcs deseados en unos cuantos dias o inclusive en 

pocas horas.2 , 

Do esta forma, el uso de enzimas en un queso. con las condic1oncs 

óptimas de su actividad enzimtltica previamente identificadas. se traduce en una 

disminución do costos. mano de obra, rcfngcración y demás factores que 

intervienen en el proccso.;n 

Además, las lipasas microbianas tienen l<:J vontaJa -en cornparuc16n con l.:.t5 

11pasas prcgástricas- de que su producción se realiza mediante fermentaciones. 

requiere de poco espacio y las condiciones do desarrolio, aislamiento y 

scmipurificación, son fác1lrnonte conlrolable!;. 19 

Con la presente invcst1gnción. se busca conocer los parametros óptimos de 

la emética enzimática (Temperatura, pH óptimos y tiempo de estabilidad). de la 

lipasa cxtracelular obtenida del Ponicillium roquoforti para dejar establecidas las 

condiciones control n las que se someta ésta al ser empleada en la maduración 

de quesos azules. 



OBJETIVOS Y ACTIVIDADES. 

OBJETIVO GENERAL: 

Obtención de In lipasa fúngica cxtracclulnr dol Ponicillium roquoforti para 

determinar su actividad onz1m~tica. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

1.-Aistamionto y purificación de la cepa del Pen1cilliunl roquoforti de un queso azul 

comercial para su postcnor identificación y empico en la producción de la lipasa. 

2.-Formulación de un medio de crcc1micnto 1nductor para obtener la llpasa del 

Penicillium roquofor1i. 

3.-0cterminación de la actividad cnz1mñtica en los extractos crudos de la lipasa 

del Penicilliurn roqucforti para detect.:lr su presencia 

4.-Medición de la actividad cnz1m<-~t1ca en los C>:;tractos scrn1punficados de la 

lipasa del Ponicilllurn roquoforti 

(temperatura. pH y tiempo). 

d1fcrcntcs cond1c1oncs de l"Cacc1ón 

5.-Dcterminación del Peso Molecular (PM) de la lipasa del Pen1c1l/lum roqucforti 

mediante clcctroforcs1s. (SDS-PAGE 12~0) 

HIPÓTESIS. 

Si al examinar el comportamiento de la lipasa fúng1ca extracelular, se establecen 

los parámetros do control, entonces se pueden especificar las condiciones 

óptímas de su actividad enzimática. 



ACTIVIDADES 

1.1 Obtención de la copa del Ponicillium roquoforti. 

1.2 Identificación do la cepa dol Ponicilliurn roquoforti. 

2.1 Formulación de un medio de cultivo inductor do lipasas. 

2.2 Cultivo del Ponicillium roquoforli en el medio seleccionado bajo diferentes 

condiciones do crecimiento. 

2.3 Extracción y scm1punficac1ón do lipasa del Poniciliium roqueforti. 

3.1 Neutralización de los ñcidos grasos liberados por la lipasa del Penicillium 

roqueforti. 

4.1 Determinación de la actividad cnzimtltica en los extractos sem1punficados a 

diferentes condiciones do pH (6,7,8 y 9). 

4.2 Determinación do la actividad onzim.t.l:tica en los extractos semipunficados a 

diferentes condiciones de temperatura (25.30 y 35 ºC). 

4.3 Determinación de la actividad enz1mat1ca en los extractos semipurificados a 

diferentes tiempos (0.5.10.15.20 y 30 minutos). 

5."t Determinación de protainas de los extractos crudos y semipunficados de la 

lipasa del Penicillium roqucforti. 

5.1 Electroforesis de los extractos crudos y scmipuros de la lipasa del Penicillium 

roqucforti. 



CUADRO METODOLÓGICO 

Obtención de la lip~sa fúng1cn cxt,.acclular del Pon1cillium roquoforti para 
dotormin~r su act1v1dnd cnzirntltica. 

2 f ormulo•c...-.n do un nw"'110 
de uoc•mu_•nto inductor par¡1 

"-f-~--~~-:::=::'__J Obh_,.ncr las l•p3~"l~ d•"' 
Pen1eoll111rn roqvr.•fo-rf• 

'2.2 Cultivo dul P roquofor11 on 
el rnodoo S<"~oo~do ba10 
cl1h.nen1os cond1c¡onos do croc1m1on10 
(10.13y 19dlasStn.o>Q•taoon.10.13y 
19 daas •..On .a1;¡1tact(',n) 

2.3 ErlnlCCIÓI"\ y scrni.­
punf+eac.ión do lit hpas.a dol 
P roqvef°"11 

3 1 Modar los mi c1<" N."lOH O 02N 
con!>um•dos p.ira ncultah:ar Los 
ácidos gra~s 1,~r;1do..,, por la 
hpasa dol P roqu1•for11 

RESULTADOS 

CONCLUSIONES 

s 



1. GENERALIDADES 

No so conoce cxactamontc donde y cuando apareció el queso sobre la 

corteza terrestre. factor lógico y natural. ya que probablemente el queso aparoc16 

después do producirse una serie de hechos fortuitos. como puede ser la 

acidificación naturnl de la leche después de varios dias. el prensado de una leche 

ácida con eliminación del suero. etc. Adcn1.'.'.'ls, dada la cxistcncm de muchas y 

lejanas c1vllizacioncs. no conectadas entre sí (Asia, Europa. África), el queso pudo 

aparecer en distintas épocas según continentes y paises Lo que si esta claro 

suponer es que el queso apareció cuando el hombre dejó de ser nómada y se 

hizo sedentario. criando animales y cultivando los campos En esta época 

prehistórica surgió seguramente el ordeí'lo de la leche de esos animales ~· la 

producción de queso., 

Hay vestigios hrstóncos (vasijas que contuvieron queso) de hace mt.is de 

6000 anos antes de Cristo. en las c1v1l1zac1oncs mcd1tcrrtlneas (Egipto. 

Mesopotamia) que 1nd1can la existencia d.::. vancdadcs de queso Homero cuenta 

en la Odisea como Polifcmo. el gigante de un solo OJO que v1via en una isla. tenia 

rebanas de ovc1as que ordcr"\nba y cuya leche empicaba en gran parte para 

producir quesos. En los 1croglíficos y relieves cg1pc1os aparecen referencias a la 

cria de ganado. su ordeno y producción de quesos ~ 

Los pastores de aquellas tnbus scdcntariils. encargados de ordeñar y 

cuidar el ganado son probablemente los primeros queseros del mundo Tcnian 

tiempo para observar a los animales Obscrvarian el fenómeno natural de la 

ac1d1ficación y es probable que entre los numerosos envases que utilizaban para 

guardar la leche. empicasen estómagos de rumiantes. donde esta contenido el 

cuajo. De forma que vcrian que la leche contenido en estos estómagos se 

cortaba o cuajaba antes. y que al separarta del suero. dalla una leche ac1da de 

mejor sabor que la obtenida por otros proccd1m1cntos. 7 

6 



Esto serla el impreciso momento del nacimiento del queso moderno. 

Después. con el transcurso do los siglos. hasta llegar al nuestro. se han ido 

perfeccionando las tócnicas. poro ni fundamento que aún perdura es el Que se ha 

descrito . ., 

El queso alcanza un momento álgido durante los impenos griego y romano. 

En las comidas do reyes y emperadores nunca faltaba queso, traldo a veces de 

remotas provincias. Por CJCmplo. pnrcce que el queso de cabra do Murcia 

(Espar'\a) era muy apreciado por Julio Cósar7 . 

En los mercados de Atenas y Esparta pnmoro y Roma después se vcndian 

quesos venidos de todos los puntos del 1mpcno Esto hace que se conozcan las 

técnicas queseras de otros países y que se produzca una mc1ora de las mismas. 

El cuajo es ya utilizado en todas partes y los quesos son dcsucrados cortando la 

masa coagulada y agitando. Se hacen prensados mtis o menos fuertes para 

tener quesos mas secos que aguantasen desde lugares lejanos a los puntos de 

consumo. Los quesos son salados para realzar sus aromas y contribuir a su mas 

larga conservación El curado ya se hacia en cuevas a baja temperatura y alta 

humedad relativa. lo que favorccla el crecimiento de microorganismos que 

"'afinaban"' el queso dándole exquisitos e insospechados aromas y sabores . ., 

En Asia. a partir de animales salvajes también es posible que se elaborase 

queso desde tiempos muy remotos. pero hay un par de mconven1entes en estas 

civilizaciones que frenan el desarrollo de los quesos. Por un lado estan tas 

religiones budistas e hindú que consideran a las vacas como animales sagrados y 

por otro el cultivo del arroz como base de la alimentación de la mayoria de la 

población. Sólo ahora está adquinendo la leche una relativa importancia en estas 

regiones dando por supuesto el arroz sigue representando el papel principal. Con 

la calda del Imperio romano, llega una época oscura para el queso. La Edad 

Media fue oscura en general para toda la civ1hzación. Guerras. pestes e incultura 

se extendlan por el antes Oorccicntc imperio. Sin embargo. los monjes de muchos 
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monasterios. se erigieron como portadores do la antorcha de l;J cultura. Las 

técnicas queseras y de elaboración de vinos fueron recogidas por los monJOS 

franceses, cspanolos, 1lalianos, etc.. escribiendo pequct"los tratados sobre Ja 

elaboración de quesos, vinos y otros alimentos. A su vez, el 1ntercamb10 de 

monjes dentro de la misma orden pero atravesando las fronteras do Jos paises. 

llevaba consigo el intercambio de expcrienc1.:-1s y estudios que t)cn._.t1c1.aron la 

evolución de las técnicas quosoras. 7 

A finales de la Ednd Media, los cnmpesinos. no t.:in acosados por los 

impuestos para las guerras de sus señores fcudnlcs. empiezan n rccupcrilr~e y 

toman el rclovo a los rnonJCS. Las familias ganadorns hacen sus proptos quesos 

Los pastores que durante seis o mas meses de buen tiempo se m:lrchaban a Ja 

alta montana donde hablan buenos pastos para el gan<ido, se enfrentaban con un 

problema en esns alturas. No tenían accesos a lils poblaciones de los valles pi.Ira 

vender la leche. ya que en muchos casos se tardaba vanos dius en b<iJar La 

única solución era hacer quesos allá arriba en las cab¿-iños. y h<"lFtr una ve? ;il mes 

a vendct1os en los merC<Jdos de los vallesr. 

Las técnicas queseras llegaron al nuevo cont1ncn!e con su descubrimiento 

por Cristóbal Colón. Los primeros colonos. muchos de ellos convertidos en 

pastores y granjeros. llevaron las técnicas europeas a esas tierras. produciéndose 

actualmente en Argentina. México, USA. Brasil. Colombia, Chile. etc . quesos 

propios de cada región de gran categoría resultado de l.'.1 evoluc1on de vanos 

siglos de esas técnicas en suelo americano, 

La producción actual de quesos en el mundO es de unos 1 3000 millones de 

kilos. siendo el pnmer pals productor USA con el 20~ó. seguido de Francia con el 

12º/o del total. Inglaterra produce el 8.6 y Rusia el 7% •. España produce unos 220 

millones de kilos ocupando el vigésimo lugar ü nrvel mundial. con un consumo de 

7 kilos por habitante al af'lo. alejado del consumo francés donde se llega a los 23 

kilos. El aumento anual do la producción de queso se cifra en un 1°/., acumulativo 

y es interesante resaltar que mientras el consurno de mantequ1flo y leche esta 

descendiendo en los países industrializados, aumenta el del qucso. 7 



1 2 DEFINICIÓN DE Cl!..!.E_i¡Q. 

Queso os ol producto fresco o madurado obtenido por coagulación y 

scpa..-ación del suero do cualquiera de los siguientes productos: lecho. nnt.a, lecho 

desnatada (total o parcialmente). suero do mantequilla o do una mezcla de 

cualquiera do cllos. 7 

Según el Diario Oficial de Móx1cor1 (18 Enero 1980. articulo 345) la 

definición do queso es: 

So ontiondo por quoso o/ producto hocho do In cuajada obtentdlJ do la 

/oct1e entera, somidoscromado o descron1ada. do voca o do otro especie do 

anima/os. con Ddición do croma o sin ella. por la coagulación deo /LJ caseína con 

cuajo, górrnones lácticos u otra enzima apropiada y con o sin tratam1cnto postcno:­

do la propia cuajada por catontamionto. pros1ón o por medio do forrncntos do 

maduración. 1not1os espoc1ales o sazonamionto . ..., 

La lecho que se utilice en Ja claboroc1ón do quesos. roun11tl los sigwontcs 

requisitos: dobcrá utllizarsa loche pasteurizada. con oxcopción del quuso a11e1o. y 

los qua autorice la Socrctaria do Salud, on qua so puede cHnplcar /oc/10 no 

pastcun·zada y se dobo encontrar libro do olcalin1zantcs. "' 

En In olaboración do quosos se podrá utilizar: ..., 

l. CutJjo comercial titulado y otras enzimas coagulnntos outorizadas por la 

Secrotarla do Salud. 

//. Cultivos o fcrrnontos lácticos. 

111. Sal comostiblc. 

IV. Cloruro de calcio. 

V. Cron1a o mantequilla .. 

VI. Microorganismos no nocivos para la salud. caracterlstícos do diferentes 

variedades de quesos de. que se trota, y 

Vil. Colorantes y condimontos naturales y otras sustancias aprobadas por la 
Secretarla de Salud. 
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En lo fabricación do quosos. quada prohibido ol uso do los siguiontos 

productos: 9 

l. Sustancias grosas no propias do la loche utilizada. 

//.Fécula_ 

111. Hiorbas u otro producto para cuajar locho, ddcrontos a los sol"lolados on o/ 

articulo antorior. 

1 3 CLASIFICACIÓN _ _RJ?~_Q.!,J_f;_s_p_:;>. 

Para los ofoctos del roglamonto do/ D1ano Oficwl do MOx1co, los quosos so 

clasifican en: g 

1 3 1 DE ACVERO.QA..SJ.!..EB..QS;10:..:;Q 

a) Frascos o froscalos. 

b) Maduros o afinados y 

e) Fundidos. 

13 2 DEACLJERDQ CON SU COMPOSICIÓN YLA CLASE DE LECHE 

~~ 

a) Do leche entura. 

b) Do leche somid<.•scron1ada. 

e) Do techo doscromnda. 

d) Do croma. 

e) Do doble crema y 

f) Requesón 

En ta cJasJ{1cación do quosos frescos o fresen/os. quecJariln cornprcnd1dos tOdos 

/os cremosos. som1cromosos. doscrornados o cocidos. s1un1pru y cuando so pongan a la 

vonta ni pUbllco en un plazo no mayor de 15 dias despuós d<.• la fectw de sv elaboración. 

la cual doborá aparecer on la ot1queta. Se cons1domrán duntro de esta clasd1cac1ón. los 

productos llamados asaderos. panelas. quesos para untar y otros ~erne¡anlcs. aun 

cuando hayan sufndo un procoso do transfonnac1ón ospoc1HI. <:. 

Dentro de la cltls1f"icac1ón do quesos nJaduros o ~"lfinados. quedan con1prend1dos 

los de pasto dura. somidura o blanda. quo /Ja;·an pas<'Jdo por un tratam1onto do afinación 

o maduración en bodogas ospec1ales y por un plazo no rnonor de 15 dias. ~ 
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So ontiondo por quosos fundidos los obtonidos por fusión do otros tipos do 

queo;;os, con o sin adición do ,.-,/calinos nceptndos por la Socrotarfa y quo una voz 

fundidos son moldeados apropi~111a1ncnto. Los quosos quo sirvun do matoria 

prima y que estén destinados vxclus1vl1n1unto para la fabricación du quesos 

fundidos y para la venta al público. no rvc¡uiL•ron do registro anto la Socroturio, ni 

do p;Jstourizac1ó11. poro rvt1n11iJn los rcqu1stlos s;:1111t;111os corrcspond1011tcs. ~' 

Los qt1oso:; elaborados partir de lochr cntem. doscronu·1dc1 y 

somidescn.nnada. cstamn dentro de los /ir111tes do grnsa. protoina y /Jumodad 

máximos que so indican H co11t1nuación '.• 

D) QUESOS FRESCOS O FRESCALES 

De leche entera 

De leche scrrudesc 

b) QUESOS FRESCOS DE PASTA COCIDA E HILADA 

De lec..,c entera 23~-;, GRASA M1n 2·l'Vi .• PROT M1n. Y 40':/., H~O Max. 

De leche scm1desc. 1 B'Yo 28º,;., - 48º/u 

e) QUESOS FRESCOS DE SUERO 

De leche entera 

De leche serT11desc O 5%· 

d) QUESOS FRESCOS ACIDIFICADOS 

De leche entera y crema 35%, GRASA Mm 9'/., PROT l'.1in Y 55.-,u H:-0 Max 

Oc l. dcscr. y crem:i 

De l. dP-5crernada 

e) QUESOS r .. 1ADURADOS DE PASTA 1-.f/L/'..DA 

De leche enlcrn 

f) QUESOS f.,1ADURADOS DE PASTA OUF~A 

De leche scm1desc 

g) QUESOS MADURADOS DE PASTA SEf.1/0URi!. 

De leche entera 74% GRASA l'..-11n 20':--;. PROT 1\.1.n Y 50°/oH20 Mnx. 

h) QUESOS FUNDIDOS PARA REDANAR 

24°/., 

i)QUESOS FUNDIDOS PARA UNTAR 

20%. 

16% .. 

12°/c 

48 6/o 

60°/o 
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No habrd //mitos on ol nUrnoro y clasos do hongos quo so utilicon en la 

elaboración o alinacion do quesos quo lo roquiera. como los tipo Roquefort, 

Camombort o similaros. poro ostos quosos no contondrán hongos o lovaduros que 

indiquen contaminación. falta de lin1pioza on ID olabomción y transporte y 

protección inadecuados del producto ~ 

1 3 3 SEGÚN EL SISTEMA ESCOGIDO PARA LA COAGU1~E l..A 

LECHE SE TENDBA LA SIGUIENTE Cl.ASIFICA9-l..Q!::.f 7 

a) Quesos al cuajo. 

b) Quesos á:cidos 

En los pnmeros se consigue la coagulación por la adición de cuajo a la 

leche. En los segundos se consigue por ac1d1fic.."lci6n. Hay, do todas maneras. 

quesos que combinan los dos sistemas (ac1d1ficac1ón y adición del cuajo). Asi 

tenemos el requesón. como ejemplo. 

1 3 4 SEGUN EL ORIGEN DE¡¿ LECHE se TIENEN' os OUESOSr 
a) De vaca. 

b) Oc ovc1a. 

c) De cabra. 

A veces los quesos se hacen como mezclas de dos o mas clases de leche. 

Otros típos de leche (búfalo, yak) son empteados en paises no tradicionalmente 

lecheros. 

1 3 5 SEGLJN LA TEXTURA DEL QUESO SE CLASIFICAN EN,: 

a) Quesos compactos (sin ojos). 

b) Quesos con ojos redondeados. 

e) Quesos granulares, con ojos do formas irregulares. 

Los quesos compactos cstan hechos con cultivos lácticos que apenas 

desprenden gases duranle la fermentación y todos Jos azúcares son fermentados 

antes que el queso esté acabado. El Cheddar es un queso compacto. El queso 

de Burgos tampoco tiene ojos. 



Los quesos con ojos redondeados tales como el Gruyóro y el Emmental 

resultan de la producción do anhldrido carbónico (gas) por bacterias 13cticas 

durante el proceso de maduración. El carbónico se acumula on los intersticios de 

la masa del queso. 

Si la colocación de los granos do la cuajada en los moldes so hace en 

presencia del suero, se forman "'burbujas" quo luego se transformaran en OJOS 

redondeados por el carbOnico. Si la coloec.-:ición de la cuajada en los moldes se 

hace sin suero. los intersticios qued.:in al aire y al desarrollarse la producc10n de 

carbónico. resulta en la formación do agujeros de fonnas y tarnar\os irregulares 

{quesos granulares). Tilsit es un queso granular, así como el GraLalcma de Cádtz. 

etc. 

1.3 6. SEGÚN EL TIPO DE MICRQQRGANISM..Q.J;;_JJIJ.UZ4fLQ!;;__~ 

MAf.LURACIÓN TENDREMOS LAS~~ , 

a) Quesos veteados como el Roquefort. Cabralcs. cte., donde se produce el 

crecimiento de mohos Ponicillium durante la maduración en cuevas ventiladas. 

dando esas vetas de color azul. 

b) Quesos de moho blanco. tales como el Camembert y el Bnc. en los cuales 

durante la maduración hay un desarrollo de mohos blancos que les da su tlp1co 

aspecto. 

e) Quesos con desarrollo bacteriano en la corteza tales como Saint Pauhn. Port 

Salut. etc .• en los que se untH la superficie de los quesos antes de su maduración 

con un culhvo de bacterias que se desarronan dando caracteristicas especiales a 

los quesos. 

1 3 7 SEGÚN SU CONTENIDO GRASO LOS QUESOS SE 
CLASIFICAN EN:7 DE ACUERDO AL. CODIGO Al...tME.NTAR10 

a) Doble graso: El que contenga un minirno del 60°/o. 

b) Extragraso: El que contenga un mimmo del 45°/o. 

e) Graso: El que contenga un mlnimo del 30°/o 

d) Semigraso: El que contenga un mlnimo del 20o/o. 

e) Magro: El que contenga menos del 20º/o. 
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1 3 8 SEGÚN EL CONTENIQ52.QE HLJMEDAD LOS QUESOS SE CLASIFICAN 
~:, 

a) Quesos frescos. 

b) Quesos blandos. 

e) Quesos semiblandos. 

d) Quesos duros. 

Los quosos froscos. son oquellos que fionen un airo conronido en 

humedad (del 60 al 80o/o según variedades). con consistencia en general pastosa. 

que no han sufrido proceso de maduración. par lo que suelen tener sabor a a 

leche fresca o leche acidificada Normalmente, su color es blanco. aunque los hay 

de muy diversos colores al ser aromatizados con distintos sabores (fresa. pifia, 

etc.) y se venden en riendas como yogures Deben consumirse rápidamente y su 

transporte y su conservación se harán refrigerados a 8-1 OºC. 

Se les suele conocer r.ambrén como quesos ácrdos ya qua Ja coagulación 

de Ja leche se lleva a acabo por actdificac1ón de la misma, aún empicándose cua10 

en muchos casos. 

Son quesos sin corteza con una coneza muy fina. Que apenas se prensan. 

con lo que no se elimina mucho suero. 

Entre otros tenemos los siguientes quesos frescos: Gervais. Cottage. 

Villalón. Burgos. panela. erc. 1 

Los quosos blandos. son quesos que han sido madurados durante algún 

tiempo (desde semanas hasta varios meses). desarrollando aromas y sabores 

característicos de cada tipo. Suelen tener un contenido alto de humedad (40-

50%) aunque no tan alto como los frescos. Ello es asf porque durante la 

maduración se evapora parte del agua. Desarrollan corteza de cierta consistecia 

y la pasta es blanda e incluso semiliquida. La textura es cerrada aunque en 

algunas ocasiones se toleran ojos pequenos y paco numerosos. 
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Los quesos blandos mas conocidos a nivel mundial son el Camembert y el 

Brie. ambos de origen francés. La fabricación de estos quesos se ha extendido 

por todo el mundo. especialmente el Camombert que se elabora industrialmente 

en muchos paises (Espana. Portugal. USA. Argentina. México. etc.). 

Por su importante contenido en humedad se deben consumir pronto ya que 

al endurecerse pierden sus más agradables caracicrlsticas. Un Camembert duro. 

pasado. no dice absolutamente nada, mientras que si está en su punto es una 

delicia.7 

Quesos somlduros. aquf se incluyen una serie de quesos muy diferentes 

entre si. como son os de pasta azul (Roquefort. Danablu. Cabrales. etc) y otros 

como el Tilsit y Saint Paulin de pasta amarilla. cremosa y flexible. 

Los quesos scmiduros son sometidos a maduración (desde unas semanas 

hasta varios meses). con lo que parte do la humedad desaparece durante la 

misma. Tienen un 30-40°/o de agua. pasta dura. compacta. con o sin agujeros. 

corteza más o menos dura, con o sin cortezas plásticas. EL Manchego y otros 

quesos se comercializan también como semiduros7 • 

Quesos duros y compactos (con humedad de 15 a 25o/o). Entre este tipo 

de quesos tenemos el Cheddar como máximo representante, et Gruyére y 

Emmental también están clasificados como duros y tienen agujeros redondeados 

más o menos grandes. Hay otros de textura granular (ojos no redondeados) como 

Svecia. 

A este grupo pertenecen también el Edam o queso de bola. de origen 

holandés y tan popular en todo el mundo. Algunos de estos quesos (Edam. 

Gruyére) se comercializan a veces sin hacer més que una corta maduración. 

pudiéndolos considerar como semiduros. 

El queso Manchego curado esté incluido en esta categorla. asf como el 

Cantal francés. Cheshire. Roncal. etc. 7 
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Quesos fundidos. son el producto obtcndio por la molturación. mezcla. 

fusión y emulsión con tratammnto térmico do una o mtls variedades de queso. con 

o sin la adición de agentes emulsionantcs. de locho y pruductos alimenticios do 

otro tipo. 

Los quesos escogidos se muelen y calmntan a 70-7s•c en una cuba con 

agitador obtenlcndose un¡¡ masa fundida que alimenta una máquina 

empaquetadora de quesitos en porciones. Al enfriar el qucs110 en su envase. 

solidifica. 

Si se desea, cuando la mezcla de quesos molidos esta calent.r.':lndose en Ja 

cuba, se pueden ar'\adir otros mgrcd1cntes (loche. cmulsionantos. colorantes, etc). 

El queso fundido es muy utilizado en la alimentación infantil ya que suele 

tener un sabor suave. Ademas es muy d1gest1vo y neo en prote1nas y grasas. 

Suele tener un extracto seco total de al menos un 50°/o De este extracto seco rotal 

la mitado o menos es grasa 1 

Por lo tanto. los quosos azules son: quesos de leche entera de vaca u 

oveja. madurados. compactos, veteados. grasos o extragrasos y semiduros. 
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En fomia general, las ctapns nccesilrias paro la fabrrcac16n del queso son 

las que a conlinuación so mencionan. aunque existen variantes especificas para 

cada tipo de quoso: 

1 4 1 RECEPCJÓN Y TRJ\TAM!I,;.!'IJ:P3Le...REVIQS DE LA..l.~ 

IB_EFR!QJ;;BACJ0_1\!..!-iLGiE.~C.LÓN~~E1IBIZ8CLQN1. 

La leche que se recibe en la quescria debe sor de buena c.."Jltdad. con 

contenido bactcn¡ino ba¡o. Si es posible se debe recJbir cnfrrada a 4-6 .. C en 

cisternas de acero inoxidable. que ~.e descargara en tanques do acero inoxidat.Jlc 

y se cnfrrara a 3-4 •e en caso de llegar a temperaturas mayores 

Aunque la leche recibida son de buena cul1dad. siempre !>C pueden prOductr 

infecciones por lo que la quescrl;i rJcbc c~tar limpia y la leche se debo h1g1cn1zar 

pas.ttndola por una ccntrifugn para eliminar impurezas sólidas y pastounzarla 

después a una temperatura de 70-BOºC durante unos segundos (15-40) para 

eliminar microbios patógenos que pueden pcrjud1c:-ir la s.:1lud del consumidor. En 

ocasiones. al pasteurizar la leche. se obf1cncn quesos con meno!'> arorna. pero se 

debe recurrir a esto en lugar de correr rH?sgos En cunlqu1cr caso. los quesos 

elaborados con leche cruda y sometidos a un periodo do maduración supcnor a 

dos meses, pueden consumirse sin temor 7 

En esta fase de tratamientos previos. so puede at"ladtr a la leche: 

• Cultivo de bacton·as lácticas. cuya m1s1ón es transformar el azúcar de la 

leche (lactosa) en acido Jacttco. lo que hace quo la lecho se acidifique con lo quo 

coagulará más fácilmente en In segunda etapa La ad1c16n de cull1vos lácticos se 

suele realizar a una tcmpcratur;i de 25-30"C y se les deja crecer durante unos 

minutos. 

• Cloruro de calcio. que i.1ñad1do a la leche contnbuyc a su ac1dif1cación y 

aumenta el contenido en calcio do la misma, lo que acelerará el proceso de 

coagulación. Se suelen ar-aad1r cantidades de 5 a 20 gramos por cada 100 litros 

de leche. 
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• Nitroto do potasio, quo inhibo el crccim1onto en la lecho de bacterias que 

producen gases perjudiciales para ol sabor y aroma dol futuro quoso. Se ariadcn 

dosis máximas de 20 gramos por cada 100 kilos de leche. 

• Colomntes naturales autorizados. 

• Mohos que ayudan a desarrollar arornas y sabores durante la maduración. 

Como el color do la leche depende de su contenido en grasa. varia con la 

estación del ar'\o, alimentación de la vaca. cd;1d de la vacc:i. etc . paril rn.Jntencr un 

color uniformo del queso durante lodo f..!1 ario. algunas quc~cría!c.> ar"iadcn 

colorantes naturales.,. 

1.4 2 COAGULACJQ1'J_y_$.EP/\R/\J;JQN PAf~l...QEL~;;BQ 

En esta etapa, se da la transformación de la leche en queso. y se realiza en 

una cuba. Por la adición del cuajo, quimosina o rcnrna (extracto obtenido del 

cuarto estómago de Jos rumiantes jóvenes). la caseína (principal protcina de la 

leche) se coagula. englobando gran parte de la grasa y otros con1ponentcs de la 

leehe. La reacción global consiste en una aUcración no bien definida de la 

caseína y su transformación en paracriscina. lo que produce paracc-.1se1ntatos de 

calcio insolubles (cuajada) en presencia de ca·· El CUilJO es una µrotcasa. y su 

máxima actividad proteofitica se observa a pH 3.8. En la manufactura de quesos 

la feche se cuaja a pH 5-5.5 La actividad proteolit1ca del cuajo es prácticamente 

despreciable bajo tales condiciones. Por tanto. cuando el cuaJo provoca el 

cuajado de la leche, su acción protcolitica es ncccsannn1cnte /1m1t.-Jda y 

probablemente especifica Mñs aún, las c.:iscinas u y p no sufren cambios 

durante el proceso. Sólo la ,.;:-caseína se ve afectada. Una porción de l<..i molécula 

de to:-caselna se divide en grandes péptidos (macropópt1dos). algunos de los 

cuales contienen carbohidratos. La i.::-caseina residual. reducido su tamano y hbre 

de carbohidratos, recibe el nombre de ...::-pnracaseína. Así pues. el cun10 no cua¡a 

directamente a la leche, sino que destruye la capa protectora de m1celas 

catalizando la hidrólisis parcial de la ll:-caseína. en alguna unión particularmente 

lábil. Desprovistos de su coloide protector. Jos complejos caseintcos del calcio se 

'" 



precipitan y se produce ta C03gulnción. Normalmente, la coagulación se roahza a 

30-35.C ounquo l.'.:1 temperatura ópttrnél son los 40ºC. El uso do temperaturas 

inferiores (30-35"C) os con ob1oto do permitir la utilización do unn mayor 

proporción de cuajo (20 a 30 mililitros por cadn 100 do loche) quo es bcncfic1oso 

para la maduración. adcn1ás de producir un cotlgulo de loche no dcmns1ado duro 1 

El extracto de cunjo es hoy en dln sustituido en n1uchos casos por cn¿1mas 

de origen vegetal u obtenidas n partir de diversos microorg¡¡nismos (quimosinn de 

E. coli). 

Una voz ac.'.lhada la coagulación, se procode a cortar In cunJ<1da con 

utensilios provistos de cuchillas dontro de la prop1a cuba Quesera. con to que et 

suero atrapado puedo escapar. El corte reduce tas partículos de cot&gulo <1 las 

dimensiones que se quiera (desdo dóc1mas de matimf"!tro. hnsta 10-12 mm) S1 se 

pretende quo el queso resultante tcng3 poca humedad. se cortan particulas de 

coágulo pcqucñ'1s. porque asi se separa n-ie1or ol suero. S1 qucrcn-,os qunsos con 

mas humedad se dejan partlculas grandes en cuyo intcnor qucd<:lr.i'.'l retcnid3 una 

cantidad 1mportantc de suero. muy neo en agua (93·95~'º de su conlpos1ción) Los 

granos de cuajada son mantenidos en suspensión en In cub<J por ag1tac16n. 

utilizándose para ello los misn1os elementos QL!e suven para el c..:ortc Con la 

agitación, los granos se hacen m.3s con•péictos .:isi quo n los 10·15 minutos de 

agitación y corte. so puede drenar suero sin temor a que se desintegren dichos 

granos y esc.npcn juntos con el suero Este drcna1c se puede rcallznr sin 

necesidad de parar los dispositivos de ag1t;ic16n Al suero que escapn. se le hace 

pasar por un tamiz que rct1enc los uranos do cua1ada que pudiese arrastrar Oc 

cualquier manera, durante el drenaje del suero. se suelen parnr los d1spos1t1vos 

antes mencionados., 

El calentamiento de la masa coagulada ya cortadc:t. ncclcr<:t el dcsucrado. 

Dicho calentamiento que se suele hacer entre 30 y 4B"C. va acompañado de 

agitación para evitar que los trozos de coagulo se fundan unos con otros y se 

forme una pasta. Subiendo mñs o menos la tcmpcrntura en esta ct;:ipa tendremos 

quesos más o menos secos. Si es alta la temperatura. escapara mucho suero y 

tendremos quesos más secos. y viceversa. si es baja la tcmpcrntura o no 
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calentamos en absoluto. tendremos quesos más húmodos. Adornas subíondo la 

temperatura (44.C) se puede llegar a matar las bacterias lácticas que so 

anadieron anteriormente. deteniendo el proceso do acidificación. Ya a 

temperaturas do 35-36.C so empieza a inhibir su dosarrollo. Esto calentamiento 

se puede rcali~ar do dos formns: 

• Adición de agua c..:.1hentc « la masa (En el caso de los quesos con alto 

contenido en humedad). 

• Calentamiento de la cuba cxtcnormcnte (Con un onchaquctado por donde 

circula vapor o agua cahcntc). 7 

1 4 3. LLENAQO DE MOLQES Y PRENSADO PREVIO 

En el llanada de los moldes. continúa el desucrado. Según el tipo de queso 

que se quiera hacer. el prensado previo será mas o menos intenso. Así. en el 

caso do quesos blandos. no so aplica presión alguna, dejando que el peso del 

propio queso en el molde actúe de prensa. 

1 4 4 PRENSADO 

S1 el prensado se realiza de forma que quede aire atrapado entre los 

granos. tendremos quesos granulares. Si el prensado se realiza con los granos 

banados en suero de manera que no quede sitio para el aire, los granos se 

fundiran entre sí y cuando durante la maduración se formen gases. éstos 

quedaran atrapados en la masa formando burbujas u -OJOSW redondeados u 

ovalados. 7 

1 4 5 SALAQO. 

Después del prensado, se procede a salar los quesos bien par inmersión 

directa en baflos de salmuera o por salado directo con sal sólida aplicada a la 

corteza o mezclada con la masa. Se puedo hacer el salado cuando los granos 

esttln aún en la cuba (sin haber pasado a los moldes). pero ello tiene el 

inconveniente de salar también el suero con lo que limitamos sus posibles 

aprovechamientos. La adición de sal ayuda a conservar el queso más tiempo. 

además do realzar sus aromas. 7 
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1 4 6 MADURACIÓN. 

La maduración puedo durar apenas una horas para algunos quesos 

frescos. hasta meses y anos para quesos duros. Por ejemplo ol Gruyére se 

madura hasta 12 meses o más. siendo durante este periodo cuando por la acción 

de microorganismos vivos (Bacillus lincns) dcsaffolla muchos do sus aromas y 

sabores tip1cos. El Manchego es sometido a maduración por un tiempo superior a 

los dos meses. Durante la maduración. deben cuidarse las condiciones do 

aireación. humedad y temperatura do las cámaras o cavas donde reposan los 

quesos. Cada queso tiene sus condiciones do humedad y temperatura para una 

óptima maduración. Durante ostc periodo los quesos pierden poso por 

cvaporac1ón y desarrollan aromas y sabores caractcrlsticos de cada tipo. Es 

necesario procurar que la pérdida de humedad sea unifonne en todos los quesos 

almacenados. 7 
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1.5 DEFECTOS EN EL QUESO PBOCESAOO. 

So prosentan muchos defectos en el queso procesado. poro un nümoro 

crftico de sabores pueden examinarse. Los defectos en textura, color hoyos por 

gas. etc. son producidos durante la fabricación, pero no so deben presentar cloros 

y sabores a podrido, falto do higacno 6 a qwmrcos. El queso que presento estas 

últimas caractoristicas do sabor debe descartarse 

Un queso elaborado con buona calidad. presenta un brillo natural y 

agradable. La textura es suave, sin arcnos1dades, y las piezas se cor1an 

homogonea y uniformemente. 

Los quesos procesados pueden tener defectos relacionados directamente 

con una fabricación inapropiada. incluyendo una pobre agitación. inadecuado o 

exceso de calor y una clccc1ón equivocada en cantidad y tipo do sales 

emulsificadoras. 

Los problemas tócnicos más comunes en los quesos. son la textura 

arenosa. cuerpo pegajoso. sabores Jabonosos o agrios. formación de burbujas. 

descotoraciones del rosa al cató y la formación de cristales. 

La textura arenosa. se presenta con mayor frecuencia en los quesos 

frescos cuando se agitan. teniendo un pH por abajo de 5.5 y un exceso de 

emufsificantc. El sabor jabonoso, se presenta en Jos quesos rancios que usan un 

excesos do fosfato trisódico y el sabor altamente ácido se asocia con algunas 

sales de fosfato.,~ 
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TABLA 1. PRINCIPALES DEFECTOS EN QUESOS PROCESADOS .•• 

SAOOR ACIUO ASTHrNGLNTt:. C:N ~ UO<.:.A Y C.ACESU ot: f OSf-ATO!>. 
lC'NGUA 

CUERPO 
TEXTURA 

A.HENO~O 

COMOH.ANC:IO CONTA.MINACION CJI 1 AMUríNlF 

l:XCESO DL f'<tt...IJ U~I ATO!> ~1 

""'°"'"""' t:.XCE:.00 f.N l L Ttl '·"'"O UL 
COCCl<")N 

Ot.E<.J!.o<.>-f ~>F't>N.JUSU L)C;CL!:.O lH (~H,a.~.A t.lf'"'tAlü~ U 
OH 

NO !:.C: COl.fJA.N LA~ l•JLZ.A!i CL>N ('XCL::.OULl"f..t\.11()~,IATU~ 

GH.A:.>A Y AGUA ~l PAJ<A.(x.>~ IN~UI IClf NTI O IMPHOPtO!., 
rMVLSll lf:ANTf""~ f\AJ{) nf1 

EL uuc:su SL MANTll.NL UNIOO l:Xet:SO ur. •~tJ• .. 1.UAJ) y pH 

Al CUCHILtO CON E:l OUE 5C: C.lEVAOO 
MUE"STHFA 

~.(.N~:.ACl<J'4 LJL AJ<f:rJA 1:,_f~ LA 
UOCA 

Of-SCUlllHACI(>"'< 
~YÓH 

~tO'rO~. l~l!J(JN[)<J!, OC: 
,.,,lf::DHJ C> tAHGO "-1.GUl'lAS 
VC:CE~ ACOMr>Al..A!)()~ UE 
C.HIETAS 

CHr~TAi..l.~. Pl º'' o~.~AT() UL 
CA.l..CIO TIHOS•r•A LlflRC 
LACTO!.iA E MlJI ~ifflCANT[ 
1~•~r">f._ 11m r ~; 

l.>-CL!•O IN Ll CV\.:H>O trJ 
PHC:SENCIA !H._ LACTO~A 
nf"SCOMf>o•;tCtl-,r .. f>f! TINTE 

l'l.fLSt-.N1;1A Uf {.f,'{ll'OH!Uf::_S 

Cl.OSTN1tnOS HACTC"Hl,t1,S 
f'U~'IO/'JICA.', f::N\/14.:>AD<..l 
INJltDECllA(>O Y LCM'./ l'"Jltt TA OF 
u1r.1rNr 

CHISTAJ..L!'> HLA-"4COS Uo~CHI TU!. L1'Cf_~IJ Ut- f.r .. UL:O,tl ICA!AJH U 
f"O~•~A.TO:. {_Mul -s1r1CA(X,)4 SIN 
01~0l_VClt r.41!->TALf !• ()C: 
TIJ.f()SINA Uft•~(. O f- .;CC:SO Of­
lAl.TO~•A 

15.- KOSIKOWSKI. F. ·checse and Fcrmcntcd Mi!k. Food"' ECJw.LJrds Brothcr s USA. 
1978. 

~ .6 DEFINICIÓN Y 
~TICAMENTE. 

El término "'queso modificado cnzim.tJ:t1camentc~ (OME) fue utilizado por 

primera vez en 1974 a petición de la FDA (Food and Drugs Adm1rnstrat1on) para In 

aprobación del producto como mgrcdicnte opcional en quesos procesados y 

productos lélctcos., 9 

Los quesos que han sido tratados enz1máticamente para resélltar el sabor o 

una porción significativa en el sabor y olor, pueden llamarse quesos modificados 

enzimáticamcntc (OME). Las enzimas pueden ser ad1cionndns durante la 

manufactura del queso o después del queso cuajado o mas nun. después de 

algún periodo de maduración. Los OME pueden tener una textura similar o 
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ligoramento modificada al compararlos con los quesos olaborados do forrna 

tradicional. 18 

Las enzimas puodon ser adicionadas on diferentos etapas durante la 

manufactura del quoso. La naturaleza del producto se ve afoctado por ta elección 

de las enzimas, condiciones de incubación y paso en el cual la enzima ha sido 

adicionada. La estandarización do sabores en quesos es una de las metas on la 

industria quesera. esto se puedo controlar con el uso de enzimas en los productos 

a elaborar. La producción do los quesos quo necesitan madurarse. puede verso 

beneficiada también con el uso de las enzimas; altcmativamcnto dentro del mismo 

proceso so pueden incrementar el 5abor u olor sin alterar las condiciones do 

elaboración del producto. 18 

Muchos do los compuestos producidos durante la maduración se 

encuentran en diferentes proporciones y cantidades. esto va a estar en función del 

tipo de queso que so maneje. En et QUESO AZUL. una sene de compuestos son 

importantes (ácido acético. tlc1do butano1co. acetona. metll cotanas. 2-pcntanol. 

metll hexanato. ctil butanato. 2-nonanol, y ácidos grasos libros) para la producción 

del sabor caractcrlstico. 18 

El sabor caractcristico en el queso azul se lo atnbuye a la producción de 

metil cetonas y a los correspondientes alcoholes secundarios. Estos compuestos 

son denvados de interrnedianos de la íi-oxidación de t:lcidos grasos. como se 

observa en ta figura 1 

TRIGLICtRIDO ---- ÁCIDO GRASO -----[1-CETOACIL CoA 
¡\-0.XIOACION ! TICXA...<;;AS 

Jl-CETOACIDO LIBRE 

ALCOHOL SECUNDARIOREoucci~ETIL CETONA 

~OESCAROOXILASA 

FIG. 1 Producción do motll cotanas y alcoholes socundarlos do ácidos grasos libros 
producidos por Ponlcllllurn roquefort/. (CoA = Coen:z.lma A) 



Las lipasas son socrotadas par ol desarrollo do micolios o hidrolizan los 

triglicórido de la grasa do la locho. Los ácidos grasos resultantes se oxidan en 

f\-cotoacidos por las enzimas íl-oxidativas on la degradación de los ácidos grasos. 

Las mctil cotanas son producidas por doscarboxllación del ácido ~-coto. Los 

alcoholes secundarios son producidos por el ácido fl-ccto par la reducción del 

grupo carbonilo. Las molil cotanas (C 5 a e,, ) y los alcoholes secundarios son 

compuestos muy importantes para el desarrollo caractcristico del queso azul.,,, 

Este tipo do quesos son usado$ gonoralmontc para alimentos procesados. 

como suslilutos parciales o totales, on los quesos m'"lcJados, en quesos en polvo o 

como aderezo do ensaladas.,,, 

Conforme se va aprendiendo más acerca del sabor de los quesos, nuevas y 

mejores formas de quesos modificados enzimálicamcnto ~o pueden desarrollar. 

ofreciendo a la industria alimentaria unR amplia variedad de sabores o 

ingredientes.,,, 

2S 



1 7. QUESOS AZULES. CABACTER!S~_y_j;LABORACIÓN. 

Los QUESOS AZULES 6 QUESOS DE VENA AZUL. son quesos cuya 

pasta est.tl interiormente surcada do jaspcaduras verdosas o azuladas formadas 

por los filamentos micóhcos del moho Pontcillium gtaucum. Estos quesos, todavia 

llamados .. quesos azules~. son muy numerosos. pero entre ellos el mas famoso sin 

discusión el Roquefort. cuyo carácter particular es ser un queso de leche de 

oveja.29 Entre los quesos a;:utos fabricados con leche de vaca, menos conoc1dos 

pero de todas formas excelentes. figuran los Blous d'Auvorgo. del Avoyron, de las 

Causses. del Ouorcy. de Laquowllo (Puy-do DOmc). la Fourrno d'Amborf, el Bleu 

del Haut-Jura, el Blou do Drosso, el célebre queso 1tahano Gorgonzofa, el queso 

inglés Silton, Wonsloydalo y Bluc Vmny.~ Magura en Bulgaria. NIVa en 

Checoslovaquia, Aura o Adelost en Finlandia, Rokfor en Yugoslavia, Bucegw en 

Romanla. Marvany sjt o fi,1en·nofor1 en Hungria. Rokpol en Polonia. Adclost en 

Suecia. Edolpilzkaso en Alemania. Grunsh1mmolkaso en Austria. Oanablu y 

Mycolla en Dinamarca. y Bluo Chosh1re y Bluo Caledornan de Escoc1az2 

La mayor parte de los quesos de vena azul. que pertenecen al grupo de los 

quesos semiduros. resultan muy atractivos al consumidor por el sabor picante que 

se desarrolla como consecuencia de la h1drólis1s de los componentes de la leche 

por los enzimas füng1cos. Cuando se parte de leche de vaca o de ovcia. este 

sabor picante se debe en parte a las cetonas que se liberan a partir de los ac1dos 

grasos. Los sistemas de elaboración de quesos de vena azul varian segUn la 

variedad de queso de la que se trate pero todos ellos intentan conseguir una 

cuajada de textura abierta y color blanco cremoso (debido a los blanqucdorcs o 

aditivos colorantes) en la que la h1drólis1s protéica suministre un sustrato 

adecuado para la prohfcrac16n de los mohos Los quesos de veteado azul de 

maduración mas rápida. suelen ser quesos mas salados. Una vez que la hidrólisis 

protéica ha alcanzado determinada mtens1dad. los quesos se perforan con unas 

agujas adecuadas para que a través de los orificios asi practicados se pueda 
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producir un adecuado intercambio de aire y anhfdrido carbónico. Es ésta una 

manipulación esencial parn la correcta maduración do las variedades de queso de 

vena azul. El color del cultivo fú'1gico varia on estos quesos desde el vordc 

(Penicillium glaucum) hasta el azul (Pcnicil/iun1 roquefortJ).;.r: 

Es uno do los quesos más ilnliguos, como lo prueban numcrosis1mos 

documcntos.;ro Un queso de esto tipo fue cnvi~do a Rornc, entre los años 100 a 

250 D.C .. y el nombre de Roquefort apareció por primera vez en 1 070. ,~ 

En 1550. los hab1t:-1ntes de Roquefort obtuvieron del par1amento de 

Toulousc una orden que les ascgurabil el pnvilcg10 de la fabricación, 

prohibiéndola fuera de la ciudad de Roquefort bajo pena do multo~.1 

Toda la historia de Roquorort está dom.nada por la proocup,1c1ón de 

defender un producto cuya fama inspiraba con frecuencia el fraude En la 

actualidad, este queso es el único cuya denominación lleva la g::irnntia de la ley. 

de fecha 26 de JUiio de 1925. El texto legal provee que ·solo tmncn derecho a la 

denominación Roquefort los quesos que han sido 

a) Preparados y fabricados exclusivamente con leche de oveja. 

b) Fabricados y afinados conforme a los uso5 locales. fieles y constantes, en lo 

que concierne tanto al lugar de afinado como al método cmplcado-.:-9 

El Roquefort so presenta en fornia de un cilindro de 20 cm de diámetro y 9 

cm de altura. con un peso de unos 2 kg. 

Durante mucho tiempo solo se transformaba en Roquefort la leche de la 

región de las Causscs (mesetas calcáreas) del Larzac. A partir de 1875. ante el 

incremento de las necesidades, la zona de aprovisionamiento se amplió 

considerablemente. En la actualidad comprende no solamente una vasta región 

alrededor de Roquefort. sino también una parte de los Ba1os Pirineos, alrededor 

de San Juan Pied-de-Port y de Oiloron, asl como en Córcega. alrededor de 

Ajaccio y Bastia. Por supuesto. para disfrutar de la denominación Roquefort, los 

quesos fabricados en todas las regiones citadas tienen que ser transportados en 

fresco a Roquefort. para ser afinados en las cavas naturales de esta local1dad.:?9 
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Al principio. la fabr-icación del Roquefort se hacia cxciusivamento en granja, 

poro desdo hace poco mas do 80 anos, la industnaliz.nción ha ido imponióndoso y 

hoy se fabrican con procesos industriales. Existen unas 130 fábricas que 

anualmente transforman 500 000 HI de lcctlt:?. Ln producción es cstac1onal. pues 

sólo se ordci'la a las ovo1as duranto t.?l primer semestre del ano La l1Jchc de cabra 

so caracteriza por tasns do caseína y de rnntt-~ria gras:t muy <!lt.!vadn. que 

confieren al Roquefort su untuosidad tan aprec1LJda ~~ 

La fabncac16n del queso comprende dos ta~es diferentes 

a) La preparación del queso en fresco ofcctu:ido en fábrica. 

b) El afinado do éste. efectuado en las cavas de Roquefort 

.LL..1...:! FABR_!_C._8.CJQtLQ!O_l..~Ql,.J~_Q~~QB.LER 
ffiE..S_c..Q.(\.'ER ADF..MAS .IVlf."AO 1 J 

Colocada en cubas. so calienta la leche. tras madur;ición a 30-31 ºC y 

aespués se le ar'\ade cuajo (10 n 14 mi al 1/10 000 por C<.""lda 100 lt). La toma dura 

do 20 a 30 minutos y la coagulación de 1 3 a 2 hor;is Después se corta la 

cuajada en cubitos del grosor de una nuez y SP instala en una carrel1ll.:i de 

desucrado. una especie de c;ijón sobre ruedas recubierto en su interior por una 

tela encima de un falso rondo calado. El dcsucr;ido de la cua1ada tiene lugar f'?n 

esta carretilla. acelerado por una ltgora agrtac1ón. A contrnuac1ón se procede a su 

introducción en ios moldes. que son uno5 cilindros metá!1cos con fondo. 

Anliguamentc. en las gr¡in1as se utilizaban exclusivamente moldes de 11erra 

barnizada. Precisamente cuando se llenan los moldes es cu.:indo se incorpora a 

la cuajada el inóculo de Penicilliurn glaucun1 o Penicilliurn roquclort1. formado por 

polvo de pan enmohecido. También se puedo sombrar I~ leche antes de la 

coagulación y utilizar entonces cultivos puros de Penicifliun1 d1stribu1dos por los 

laboratorios en forma de suspensión de esporas. Para regular el dosuerado se da 

varias vueUas al queso. Al cabo de 4 o 5 días a la temperatura de 18-20 ·e se 

envía el queso a la cava de maduración.n 
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Antiguamente, lns cavas de Roqucrort eran simples grutas naturales 

llamadas F/curinos dentro de las cuales se instalaban an;..¡qucles par¿i alrnaccnar 

Jos quesos. La ciudad de Roquefort se levanta !J.Obre las rumas de unos roquedos 

desprendidos en Cpoca rnuy Je¡.:ina do un f¡¡r;illón elevado que t>orde.<1 la Causse 

de Cambalou. situada frente a J.:i Gran Caus~.c dnl Lar7ac AJ romporse ni pie de 

los farallones. los enorme!> bloqoes de p1edr;i constituyeron un nuevo sucio con 

fisuras y numerosas gnctns por l:Js cualc~~ ~a-· 1nfillr.;:1n las .ngu.:is de lluvia que 

enfrian y humedecen el aire que c1rculzi sin ce5ilr •1 tr:-ivl"'!S de los desgarrones del 

terreno. A la saltda de Jns flounnus. la corrrenre de ."l1re tu~ne una tcrnperatura de 

4 a 7•c. y su grado higrométnco. n1uy ofpvado, e~ próx11no ;--1 90-100º~·- Esta~ 

condiciones de ton1pcr;1fura y de hun1cdnd ~.on /.as convenientes Pilra el afinado 

del queso y confieren al pueblo de Roquefort una s1fuac1ón natur<'.ll completan1cntc 

oxccpcional. 

Al pnnc1pio. los flc.~unnos bastaban p;-Ha niadur.:lr toda /¡1 producción 

quesera, pero enseguida Ja extensión de ésta neccs1ró la 1nstalnc1ón de cavas con 

extensiones de vanos pisos nn comun1coc1ón con l~s flounncs El a1tc que 

procede de ést::Js úll1mas asegura la cl1mat1z;-ición n;1tural de los foc...-ilcs. 

En la cava. Jos quesos se clas1í•C<Jn y pesan antes de su traslado al 

saladero. donde la temperatura se nK1nt1ene en torno a los 9-1 O"C- Aqui se les 

deja durante 6 dlas. fJC~mPo que se aprovecha para sal.arfas a mano varias veces 

Según Ja calidad de los quesos. Ja dosis de sal varia de 20 a 50 gramos por 

unidad. Hoy se salan los quesos normalmente en la factoria y no en la cava. 

Después del salado. los quesos pns.::in :-i la picadora, m.:lqum.o encargada de 

perforarlos muy finamente para vent1/ilr la p.lsla y csl1rnular el dcsilrrollo del moho 

interior. 

Et afinado prosigue en la c;1va dur<:into un mes y medio o dos por término 

medio a fa temperatura de 7 a 8 .. C Dur<Jnle ol armado se raspan vanas veces los 

quesos para 1t eliminando la cap.:i blancuzca de mohos y de bactenas que 

obstruyen Ja cntrñda de los canales de ventilación 
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Una vez terminada la maduración del queso se procedo a envolverlos en 

papel do ostai\o o de aluminio. Si no se venden inmediatamente, se almacenan 

en frigoriflcos a una temperatura entre 1 y 4"C con lo que su conserv.nción puede 

prolongarse varios meses. 

Es un queso de lcctle de vaca cu;·a presentación y fabncac16n se parecen 

a las del Roquefort El afinado se re;i/1zi.l en loe.a/es cuya tcmpcratuta y humedad 

se obtiene artific1aln1cnte.: . ., 

Al pnnc1pio solo lo f<ibncaban en gran1a. pero hoy se fabnci1n ya en 

instalacíoncs industnalcs. L;i leche suele ~.cr de céll1dad bast.:intc n1cd1ocrc Para 

evitar en el queso el dos;irrollo ultenor de 105 fF~rmcncs responsables de la 

hinchazón (bacterias coliformes o levaduras) conviene proceder ;_1 una siembra de 

bactenas lácticas puras antes de sornclcrlo a la ncc16n del cua10 La leche 

alcanza entonces una acidC? óptima de ;:ilrededor de 22"0 (ºD= .acidez trtulablc 

10ml de leche fresca dan normalrnente una t1tulac1ón do 1.4 a 2 O mi de NaOH 

0.1M equivalente a 14 ó 20 "D), 7 

La fabricación es muy parecida a Ja dcscnfél p<lra el Roquefort Se cUilJél en 

una hora u hora y cuarto a la tempcratur.:t de 30-32"'C. dospuós se corta Ja 

cuajada antes de verterla en el ca1ón-carrct1lla de dcsuerado. La 1ntroducc16n en 

moldes y la siembra del moho se realizan igual que en el Roquefort Se deja 

reposar Jos quesos a 19-20ºC durante 3 a 5 dias en una mesa de desuerado. 

donde se les da vuelta y lava con bastante frccucnc1a, a fin de el1rnmar fa capa 

grasienra amarillenta de Geotricl1urn f.;ictis que se dosarrolla. A continuación se 

efectúa el salado vanas veces en los tres dias s1gu1entcs El saladero debe estar a 

1o·c.¡oq 
Una vez "picados~. se colocan los quesos en cava. cuya temperatura es de 

9 a 10"'C y la humedad de 90 a 95 °.1~. Aqui se mantienen alrededor de un mes y 

medio o incluso tres meses. También se puede. en cuanto aparece el moho azul. 

envolver los quesos en papel de estaño o alum1rno, ponerlos después en ca1as y 
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dejar que tennine lentamente su maduración on cámara fla a 2-3•c. con lo quo se 

reducen bastante las pórdidas do cortez.o.29 

1..Z.;u:>UESO LE BLEU QU HAUT-JURA. 

Este tipo do quesos so presenta en forma do cilindro y con un poso do 6 a 

8 kg. y con 25-33 cm do diámetro y de 7 a 11 cm de altura. La corteza es seca. 

amarillenta o rojiza. ligeramente hannosa y a menudo agrietada. La pasta es 

blanca. con motas de mohos azutos.:-q 

En 1935 so delimitó legalmente la zonn geográfica de la fabricación del 

Bleu del Haut-Jura. Esta delimitación no concierne solamonto al territorio, sino 

también a la altitud. La fabricación es ilegal por encima do los 800 m. Esta 

disposición está destinada a garanhznr la calidad bacicriológ1ca de la lecho con 

que se trabaja.29 

La adición del cuajo se realiza sobre una mezcla de lecho de la vlspcra, 

que se deja madurar por la noche para constituir un fermento lt\ctico natural y 

lecho fresca del dla. 

La coagulación tiene lugar a 26-2a·c en dos horas. en una cuba de madera 

(seille) con aberturas en la perifena susceptibles do ser obstruidas. Cuando el 

coagulo está hecho. se rompe lentamente y luego se deja reposar la cuajada 

durante una hora. Por tas aberturas de la cuba se extrae entonces el suero. 

Cuando el desuerado va ya muy adelantado. se pone la cuajada en moldes de 

madera perforados y cubiertos por una tela. El desuerado prosigue asi o a la 

temperatura de 22-23 .. C. ese mismo dla por la tarde. o al cabo de 5 6 6 horas, se 

quitan los moldes y se coloca los quesos en cubetas individuales. 

desprovistas de agujeros. dentro de las cuales se salan supcrliciDlmontc. El suero 

que exuda se acumula en las cubetas y forma una salmuera que bariia los quesos. 

AJ cabo de una semana los quesos se retiran de sus cubetas. se pulen y se 

agujerean antes de llevarlos a la cava (10-12 .. C). El moho azul se desarrolla 

espontáneamente dentro de los quesos durante et afinado. que dura al menos de 

1 a 3 meses.29 
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1 7 4 CARACTERÍSTICAS OE OTROS QUESOS AZULES. 

El quoso St1Uon originario do Inglaterra os elaborado a par1ir de loche de 

vaca. generalmente no nccesilnn el microorganismo iniciador quo so adiciona en 

la cuajada y el ar'\eJado se realiza a 10"C duranlc 3 o 4 mosos 15 . Son por Jo 

general mas socas y menos salados que muchas de las otras vancdadcs. Sin 

embargo. el elevado costo de r~, mano eje obra y de los intereses financieros esté'ln 

obligando a los fabricantes de queso a f!laborar Quesos azules de rnadurac1ón 

más rtJprda, que Por esta misma razón no poseen las caracteristicas genuinas de 

bouquct do los elaborados por el proced1m1onto trad1c1onu/ (dü larga 

maduración) 22 

El queso italiano Gorgonzola ha sido 1m1tado por los d;incses (Mycclla) y 

posee una variedad en color blanc...o· el ·panncronc· El nombre onginal del queso 

Gorgonzola era S1racch1no debido a que la raiz Stracco significa l1lcralmen1c 

.. cansado-. debido a que Ja leche empicada para la elaboración del queso 

provenia de vé.Jcas cansadas que habian caminado largas d1stanc1as a través de 

los Alpes Italianos ,! La corteza del Gorgonzola es ro11za y salpicada de agu1cros 

para favorecer la penetración del a1rc. Es de color blanco-crema y las estrias 

internas son de color .azul m;ls intenso que el de otras variedades de queso de 

este tipo. Su bouquct es a especias . .:ilgo picante. pero agradable. Originalmente 

cslc queso se elaboraba con la cua1ada de dos dias consecutivos. pero en la 

actualidad la mayor parte de la leche empleada para su fabricación se pasteuriza 

y se utdiza la cua1ada del dia n 
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1 8 COMPOSICIÓN ~A.J;!~OUESOS AZULES, 

La composición de fos quesos afinados varia con el tiempo. puesto que so 

fabrican a partir de leche cruda no normalizada. En el queso Roqucrort. el 

extracto seco total oscila alrededor del GOº/o y la materia g.-asa pasa a veces del 

5So/o. El rendimiento os do aprox1mndarnunte 25 kg. de queso afinado por cada 

100 lt de leche. Las fabncac1oncs de segunda clase suelen vcndorsc a veces 

bajo la dcnominnción de -aious do Brevis- ( azules do ovc¡a)-~ 

El queso Bleu d"Auvorgne contiene 50'% de m;itcna seca y 4ocyº dn matona 

grasa. El queso Blcu du Haut-Jura contiene 45%, de matona grasa y un 58~0 al 

menos do extracto soco.:!'9 

TABLA 2 PROMEDIO 
QUESOS AZULES 

DE COMPOSICIÓN OUIMICA DE LOS PRINCIPALES 

NR= No reportado. 
15 - KOSIKOWSKI. F {1978) ·chocsc and Fcrmcntod Mdk Food- Edw;:ird!> Orolhor·s USA 
16 - MADRID. A. (1994) -Nuevo Manual do TecnologJ., Qu•~Scr;:i- At~1V EsP<.1t'"l~t 
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1.9 DEFECTOS ™s__auESOS AZULES 

Los derectos de los quosos de vena azul son corrientes en muchas da 

estas variedades. Si las cuajadas son do textura demasiado apretada. el moho 

crece en la mas3 del queso con dificultad, o do manera desigual. La presencia de 

grandes cantidades do microorganismos coliforrncs provoca la formación do gas. 

quo revienta la corteza. Ln presencia do ant1b1ót•cos en la leche dct1cno ol 

crecimiento do las bacterias lácticas dando lugar a al formación de- cuajadas 

blandas, de textura aprctad:i. Por el contrario, su crecimiento excesivo provoca la 

formación de cuajadas muy ticidas y cortoza5 quebradizas y agrietadas que 

provocan la pérdida de parto del aroma. Los queseros no suelen hacer 

objeciones a la presencia de un número moderado de ojos producidos por 

rormentac1ón cofiformo. yo que se considera que colaboran en la preparación de 

Ja cuajada para el mejor crcc1micnto de los mohos. Sin embargo, un número 

excesivo suele provocar bouqucts anormales y cambios do color en la rnasa. 22 
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los ponic1fios son Jos denorrnnados mohos vordos y mohos azules. quo 

frecucntomcnto so cncuentr.:H1 en los c:ítncos y otros frutos (y que generalmente 

atacan y destruyen a los rrutos). en los que~os del fngorifico y en otros af1mcntos 

quo han sido contarnin.-1dos c:on ~us e~por .. ls Los con1d1os de Pon1Cll'1un1. como 

Jos de Asporg1//us. ost;ín por tr)(1;i~• ri.-irtn<:>. en et ilrre y vn el suelo •· 

El Panic1tllun1 produce nlgun.os vece~ r>erturhacrones en lo~ ~1/0!;. en donde 

hecha a perder orandcs cant1d.1dcs de n1atenal cn~1l;ido, hLJ:ciendo que sea 

inapropiado como alimento r ... 1uchas es.pec1cs dr> Panic1tltun1 !c>On capaces de 

producir ácidos orgánicos. como cítrico. turn.""irrco. ox~l1co. g/ucórnco y H.'.'tflco :;-

lndustnnlmcnte. los pcn1cil1os son 1an1b1ón rmportan!e~~ en J;1 fabnc..-:1c1ón dn 

quesos y anl1b1ótJcos. El Pon1c1ll1un1 roquulort1 es responsable c1n/ sabor del queso 

de Roquefort. así como también el quc50 il:"u/ d.:iné~ '/ el queso 1tal1ano 

Gorgonzola maduran gracia!> a la accion de ciertos Parucil/Jurn .· 

El ciclo vital de un Panic1/liurn t1p1co es muy parecido ni rJe Aspcrg1/lus. pero 

la morlo/ogJa de lns cstn.Jcturas t11fu:!rc considerablemente El micelio produce 

conidtóforos, simprcs.. laryos. erectos. que se rQm1fic..-:in a unos dos tercios de 

distancia hacia el ;Jp1cn. de una manera car.actcrist1ca. simétrica o 

as1mótncamcnte. en forma de escoba. El conid1óforo. comúnmente dcnom1nndo 

pincel. recibe el nombro c1enlifico pen1c1/o (l pon1c1llurn=pinccl1ta) La ranufic..:::ación 

mütr1pJn del con1d16foro tcrmm<l en un grupo de fi.:'l/ldcs. qu<! so::>rtcnen largas 

cadenas de con1d1os. 2 

Pcnicilliurn roqucforti (ver fig.2) (Antiguamente Slellafa) E,c::1stun dos 

especies. rnlac1onnda5 amb;·is con la maduración del queso azul o Roquefort 

Coloni.:ls en general muy extendidas. vurdc azulado. luego vordc oscuro, 

aterciopeladas. J1sas. con bordc5 irregulares que consran de lineas radiales de 

conidióforos, llamadas por lo común arancosas por su semejanza con la tela de 

ara,,a; reverso a veces casi incoloro. pero más a menudo verde muy oscuro. casi 

negro; penicilios claramente as1mé1ncos. en general con tres rnvcres de 

ramificación; conid1óforos rugosos. de ·1 a 6 J.' do diametro; métufas a menudo 
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rugosas: fiálidos 8·12 x 3-3.5 p: conid1os globosos o casi globosos; on su mayor 

parte de 4 a 5 J.l do d1:.tmetro. poro a veces mayores. hsos, dispuestos en 

columnas sueltas o en cadenas cnmarai,adas La mnyorln de las cepas aisladas 

so desarrollan normalmente en casi cualqumr n1ed10 du cultivo. pero algunas 

otras. especialmente las del Roquefort fr<"tl)Cús, croccn muy pobremente en agar-

Czapek Todas ellas so desarrollan bien en agar-n-ialta y rnucha~;. producen 

conidióforos lisos ~ 3 El Pcn1crl/nJrr1 roquC'fortt es 1<1 únice"1 especie de los PcrucJ/f1urn 

que puede crecer en un medio que contcng<i O 5•y.., de ftc1do acót1co y a altas 

concentraciones de etanol y i1 muy b.:i1as concentraciones de oxigeno Es fácil de 

reconocer y crece bien en ngar de sucrosa-cre<Jt1na {CREA),_, 

El Pomcilltum roquafortt es empicado en la n1odurac1ón de los quesos del 

tipo Roquefort, Stilton. Gorgonzola y otras v.-inedades Se halla ta1nb1én con 

frecuencia en lo~; hacinamientos de forra1cs y abonos n 

PcnlclllillnJ casci. 01f1cre del anterior en que crece rnñs despacio. 

careciendo do margen aracno1dco y con el reverso de las colonias amarillo a 

pardo. en lugar de verde Se rclac1on;1 con cmrtos quesos suizos 

Pcnlcllllum oxa/lcurn. Colonia~-. cxten~a~. vcrc:!e mote. cuyo margen v1ra 

del verde al pálido al blanco, atorc1opelada~ .. con densas mas.as de esporas que 

tienden a formar costras cuando se agita el cultivo, reverso 1ncoloro. amarillo 

pálido o rosado; pcnicll1os 1rrogulélrmcntc b1vcrt1ctlados. a rncnudo con rami y 

métulas que arrancan del mismo punto; con1d1óforos lisos. 3 5 ;j 4.5 p de d1;:in1ctro; 

conidios elípticos. lisos. en su mayor parte ch: ~' a 5 5 x 3 a 3 5 p. con cadenas 

reunidas en columnas Se reconocen fi'1cllrncnto por su csporulación abundante 

Colonias verde oscuro y grandes comd1os clipt1cos Cuando se conserv;:in en 

cultivos tienden a hacerse flocosas. con producción conid1al muy reducida Común 

en el suelo, se encuentra a veces corno parásito de las plátulas del tngo. 23 
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F~g.2. Esquema del Ponicillium roquoforti. 23 

Flilhdcs 

37 



1 11 · LIPASAS 

Las enzimas controlan muchas do las reacciones naturales en la vida. En 

1926 Summcr cristalizó la primera enzima: la urcasa; poro el concepto do enzima 

no se habla dcfinido. 1 ~ 

Como unidades orgánicas. las enzimas c¿¡talizan o aceleran las reacciones 

pero no son pilrte integral do la roncción misma. Las onz:imas pueden ser 

protcinas que se dispersan o son solubics en agua. alcohol y acetona. Ninguna 

es dial1zable, esta es una propiedad en donde una sustancia puedo pasar a travós 

do un poro poqucno de una bolsa do celulosa o coloidal.,!> 

Las enzimas naturales que so encuentran en productor. lácteos son 

principalmente: protcasas, llpasas. fosfatasa alcalina y fosfatasa ácida. c.--italasa y 

peroxidasa. Oc estas. las lipasas y protcasas tienen gran influencia en la 

maduración de los quesos. per..:> su presencia es tenue Esto es debido a que las 

enzimas naturales de Ja leche (excepto la pcrox1dasa) son sensibles al calor 

(temperatura mayor a los 70"Cl y no son 3ct1v<1s a pH de quesos en maduración 

ten1prana (pH 4.G-5.5)_ En los quesos Camcmbcrt, Bnc o Azul. el pH aumenta con 

el tiempo para ser medio alcalino. por lo que baJo tales cond1c1oncs las llpasas o 

proteasas desarrollan un papel importante para que el queso obtenga las 

caracterfsticas deseadas i!> 

1 11 1 DEFINICIÓN 

Las gliccrol-éster-hidrolasas o Tnac1lgllccrol-ac1lhidrolasa EC. 3. 1. 1 .3 o 

Lipasas son enzimas que h1drollzan tn-. d1- y rnonoglicéndos Esta h1drólts1s 

puede onginar tanto di- y monogl1céndos corno ácidos grasos libres. Algunas 

hpasas liberan, al hidrolizar la grasa de la leche. ácidos grasos de cadena corta, 

los cuales desarrollan sabores y aromas caractcrlsticos. 2 • 

Las lipasas son enzimas que tienen la capacidad de descomponer las 

grasas de la leche en sus ac1dos grasos y glicerina. La pasteurización a 72-75ºC 

durante 20 a 30 seg.undos las destruye en gran medida Para su destrucción total 

se necesitan temperaturas superiores a los 1 OOºC. Las lipasas de la leche se 

encuentran en las membranas de los glóbulos de grasa y también en el suero. o 
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bien unidas a miccJ.:is de ~,sc!na L.rts lipasas contribuyen al desarrollo de 

aromas y sabores en el queso al descomponer las grasas. A veces, las hpasas de 

ciertas bacterias (Pscudornonas. Aficrococos. ele) pueden provocar Ja aparición de 

aromas y snborcs dcsagradalllcs en el quoso. po,. lo que algunos queseros 

agregan 5nl n la Jecho. lo que: inh1Le el desarrollo do las l1pasas Esta pr.:lcl1ca 

tiene el inconven1ento do que los quesos rel1enun rntis humedad y el suero es 

salado y de más drficll aprovechan11cnto. 11 ... 

En otros quesos se bu~c.::1 una l1pólis1s fuerte, por lo que /3 nctiv1d.--.id l1p.'.'1sica 

es apreciada y fon1cnt<idil Lil l1t)croción o c1escomposic16n de Ja grasa se 

produce pcr otros mecamsrno5 ;1den1:'1s de µor la acción de las l1nas.as 

1) Por la agitnc1ón (bomtJco. c1rcul:lc1ón por tubc:rins. etc.} se libera p:1rtn de fa 

grasa 

2) Por el calor se libera grasa liqu1d;-1. 

3) Por la homogenc1zac1ón mec,-'Jnic.a a .1/tas presiones se rompen lc..ls mcmbranns 

protectoras de los glóbulos de !Jf"n5a 

Todas estas acciones mccñnicas y calorific;-Js facilitan la acción de las 

lipasas que se encuentran con grasa libre, a la que pueden atacar mas 

fácilmente. 16 

Se han comprobado grandes variaciones en el desarrollo de la rancidez. 

según el origen de la leche. La procedente de vocas diferentes somctK1as a 

idénticas cond1c1ones de cxplotoc1ón tiene distinta facilidad para el 

enrancia miento. 

Este fenómeno no parece que teng<l rcl.'.Jc1ón con la raza ni con Ja estación 

del aiio: por el contrario. algunos rcgimcncs alimcnt1c1os favorecen la lipóhs1s. 

Las leches del final de la lactación. -icchcs vieJns-. son más sensibles a la acción 

de las lipasas. 1 

Los alimentos verdes tienen tendencia a impedir la acción hpasic.ci. existe 

un antagonismo entre el defecto cnzimt.it1co de la rancidez y el defecto qulrnico de 

la oxidación. Asi. la acidez. cf oxigeno d1sucUo. ros metales Cu. Fe, etc. tienen 

una acción retardadora sobre la lipólisis. pero favorecen la oxidación., 
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La 1ibernci6n do los ñcidos grasos provoca una reducción do la tensión 

superficial (ol grado do hidrólisis so dctcrminn por osta medida); por lo tanto, la 

aptitud pora la producción de espuma aumenta. En los quesos madurttdos la 

lipólisis es un proceso norn,al a causa de las hpasas microbianas y fUngicas. que 

influyen en el aro1na. Ln proporción de .:'leidos grasos libres. quo normalmente: es 

de 0.25o/o en la grasa de la leche. pucdu 1'....'lev;irse hn~.ta el G%, en los quesos 

madurados con mohos superficmlcs (Cilmcrnbcrt). por el contrario, aum<!nln poco 

en los quesos no onn1ohcc1dos (Gruyere). L..a h1dr6l1s1~ libera prefl""!'rentumontc 

tlcidos grasos insa.turados., 

En general, podemos decir que. dentro de una s1tuac1ón control;-tda, las 

enzimas contnbuycn de forma 1mportztntc al desnrrollo de aromas y sabores 

ttpicos en los quc~os. por lo que su destrucción por t.:I e.alar puede suponer la 

pórdida de ellos. Este es uno de los prmc1pnles problern:is que plante.a la 

pasteurización de la leche que se destina n l;i producción quesera ''· 

Las lipasas se encuentran nrnplinrncnte en los an1mal-;?s, pl;-tntas y 

microorganismos. En particular. las lipasas obtenidas a partir de m1croorgnrnsmos 

se diversifican segUn sus propiedades cnz1rn.'.'lt1cas y cspec1fic1dad de sustratos 

Consecuentemente, las lipasas microbiológ1c;¿ts tienen un gran uso a nivel 

industrial.26 

Las lipasas utilizadas para la elaboración de productos lácteos 

tradicionalmente han sido obtenidas de cabras y horrcgos en estado do lnctanc1.a 

El procedimiento tradicional de elaboración de queso (Italia) utiliza. para la 

coagulación de la teche, una pasta claboradn a partir de los estómagos enteros. 

incluida la leche ingerida par el animal. Esta pasta proporciona al queso un sabor 

picante caracteristico (queso romano. provolone y tontina). que no es obtenido 

cuando se elabora el queso utilizando tos estómagos limpios para la preparación 

de ta pasta. Después de varios estudios. Farnharn (1946) concluyó que la enzima 

responsable de tales cambios es una ester.asa secretada por glé."lndulas ubicadas 

debajo de ta lengua de las cabras. temeros y borregos lactantes. , 6 
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Otras fuontos do obtención do lipasas son do microorganismos como Mucor 

rniohoi. Penicilliun1 roquoforl1. Ponicilfium casoicolun1, Asporgillus nigor. Rtuzopus 

dolemar. cte. 16 

A continuación so mucstr~ un.<J comparación entro lipasas de d1forentc 

procedencia. Esta comp~ración so b<tsa en la liberación selectiva de ácidos 

grasos libros do la croma 

TABLA 3 LIBERACIÓN SELECTIVA DE ACIDOS GRASOS LIBHES DE LA 
CREMA 
FUENTE DT~UT1R1co- CT.f>Roico- -cr-::-i;f~íi-ICO-· -c-ÁPi..U-Co ··-r- L.J" .. Uf-i1co 1 
LIPASA {Mol%) (Mol'X.} (Mc.1%) (Mol%) DE MAYOR 

PASTA DE. M.l:..NlNA --.-37~tt-- ~--,-, -,------ ----.. -,------- --------- .~~~;~~~!_~) 
~'t~~--- -44--:¡--- ----,-~:,----- ~-·-,-c,-------1;•:1 ______ ----;.-1~-
PREGAsTRtCA Of: 
CAHRA 

LIPASAO€Anqor 431 1B°P---~·0:<> 17!> -----,-,UVJ.. 
13 ·HUANG. H T {976¡-Enhnt1ccmcnt of Chccsc Flavo·;:5 wdh M1crob1~1 Es1.~ra~.us- L~iofOct1nology 
ondBKJOngmoorrng USA V 10 p 009-919 

La lipasa del Aspergillus mgor ha estado disponible por mucho tiempo. 

Esta lipasa libera ácidos grasos de la leche de c .. a C , 0 Su actividad es 

semejante a la de las esterasas prcgástncas. La l1pas de A. n1gur presenta 

actívidad baja o casi nula sobre los tngllcéndos con ácidos grnsos de elevado 

peso rnolecualr. En este caso, el perfil total de sabor en queso producido por la 

lipasa de A. nigor posee las caracteristicas que el inducido por la esterasa 

pregéstrica 13 

La lipasa de Aspcrgillus onzuo ha sido 5atisfactorinmcnto ut1ltzada para el 

desarrollo del sabor en quesos azules en conjunción con esporas de PcniciJlium 

roqueforli, sin embargo. el sabor del queso azul puede ser producido por 

fermentación sumergida de P. roqueforti sin la mediación do ltpas3 n11crobiana. 13 
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1 11 3 USOS DE LIPASAS EN ALIMEril.Q.S. 

En la industria láctea. las lipasas prcgástricas son usadas en algunos 

quesos para desarrollar o aumentar ol sabor. acelerar el proceso do maduración o 

ayudar a la producción do productos tipo queso. Los ácidos grasos do cadena 

corta obtenidos por- las ltpasas no solo funcionan como componentes del sabor. 

también como precursores de otros lapos de sabores. Aunque es evidente que las 

lipasas do ongcn animnl liberan pnncipalmentc ácidos grasos de cadonil corta. las 

lipasas do ongon microbiano liberan pnnc1palrncnto ácidos grasos do cadena 

larga. 26 

El mercado do estos productos es muy ¿:\mpho debido a la gran aceptación 

de éstos por el pUbhco en general. Inicialmente se han utihzado lipasas de origen 

animal en la claborac16n de quesos. pero desde los anos setenta se intensificaron 

las investigaciones para empicar enzimas de ongon microbiano., 3 Las lipasas 

también son empicadas en rcacc1oncs de 1nterestcnficación. como aditivo en 

alimento de animales domésticos o como mochficador do grasas en la producción 

de un sustituto do cocoa. 30 
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La maduración o curado de Jos quesos significa colocar un queso -vordc~ a 

un almacenamiento donde se controlan Ja tomporntura y la hurncdad relativa del 

área por cieno tiempo. Durante este afrnacnnamicnto. el queso adquiere 

caracterlsticas de textura, sabor y aroma caractcrlsflcos. Cada queso requiero 

condiciones diferentes de maduración. El quc::;.o Cheddar puede madur;ir bien a 

temperaturas de SºC y a una humedad rclatrva del 85°/o, en cambio el queso Azul 

requiere 10ºC y 95% de humedad rcJ¡¡f1va para el desarrollo inicial del moho y 4•c 

y 90o/o de humedad relativa para obtener lils características particulares de este: 

queso., 5 

Antes de que se inventara l;i refrigeración. en fngf;-¡terra. Irlanda. Estados 

Unidos y otros paises rcalrzab."ln la maduración a lümper;:itura dmb1cnte, Jo que 

ocasionaba una faifa de control en el des~rrrollo del sabor y de li~xtura, ;1unque la 

maduración se realizaba muy rápido. pero tamb1Cn so desarrollaban otros 

microorganismos no deseados Qt1e ocaston.aban grandes pérdidas en la 

producción. Al cubrir los quesos con p.-irafinils y manrcnerfos en cuartos ltmp1os 

de refrigeración se redujeron estos problemas y so mantuvo un control más 

estricto en su calidad. aunque esto significara una maduración por un tiempo rnás 

prolongado 1 :; 

Cuanto mas aira es fa temperatura durante el almaccnam1ento. mayores 

son las pérdidas de humedad on los quesos La evaporación del agua l1cnc fugar 

por toda la superficie del queso En su mov1m1cnto hacia el exterior el agua 

arrastra sustancias solubles (lactosa. sales. etc.). que tienden a acumularse en Ja 

corteza del queso, que, por Jo tanto. será más nea en estos clcmcnros que fa 

masa intenor. 15 

Durante la primera fase do rnaduración. cuando el queso esta más húmedo, 

se le suele dar Ja vuelta para que se seque uniformemente y tenga un~ forma 

adecuada, ya que por su propio peso trcnde a dcformarso. 16 
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Es importante hacer notar que cuanto mas bnJ.a sen la temperatura se 

disminuyen las reacciones qulmicas y lransformacionos provocadns por las 

bacterias y otros organismos prosentos en In masa y supcr1ic1c <.1<:1 queso Para 

evitar que la pórdida de humedad :>oca cxcesivn en los quesos que se están 

madurando, las Qn1aras o espacios naturales dí?bcn tener humedad rclat&va altn 

(65 al 95°/o) 1c. 

En los 10 prunero!> dias de <J!rnacenanHento, las µcrdrda~;. de pe~~o ele los 

quesos son mayores cuanto rn<.'ls baja es la hun1cdad relativa. i-.=:;i. tenemo5 que 

para una humedad relativa del 90"A) 1.-:i pórd1dn de pe~o en c5o~ 10 dias puede ser 

del 1.5º/u, mientras que s1 J.;i humedad es del ao•Yu se acercará al 3'-'.-~, ,.~ 

También cuanto mayor es la a1rcac1ón e)(1slcnle en unn c.."lrn.arn de 

maduración. mayor es la pórd1da de peso en los quc!>os 0n.::i cierta aireación es 

conveniente en el proceso de rnndurac1ón de m!...Jchos que~os. y;i que ayuda a 

un1formiznr las cond1cioncs en todn la estancia Para ello t.:Jmbcón es convcnien1c 

invertir la d1rccc1ón del flujo de aire y cambiar los quesos de pos1c1ón Ac1ernás. el 

aire debe ser bien distribuido por tod., l<i c<'imar;:i. evitando quP 1Cn<Jé1 que cubrir 

distancias largas. Cuilndo la aircac1un es suave (O. í mis veloc1dod dt,J aire). la 

pérdida de humedad no llega al 2°/.., al c;ibo de 1 O dias. pero s1 la voloc1dad del 

aire llega a 0.5 mis, la pérdida de peso en los quesos llega al 3SO ,.. 

La cconornln en ocasiones dctcrm1nn que tan rápido un QU(JSO se debe 

madurar. aunque esto no implique que las C,:lr.'.lcleri::;.t1cas del queso ~e deban 

pcrdcr. 1 !'> 

La maduración ocasiona rnuchos cambios en el cuerpo y sobar do los 

quesos. Un indicador de estos cambios es 13 van<ic1ón de pH Dcspuós de 24 

horas de haber salado un queso Chedd.:::ir. el pH es entre 5 5 y 5 2, pero en seis 

meses aumenta '1 mas de 5.5 a 5.G, debido a la producción de nuevos 

compuestos reguladores de pH. El pH del queso Azul o Roquefort cambia de 

forma similar. pero en mayor magnitud durante el ciclo de madurez. Un queso 

fresco Azul ticno un pH de 4.8, pero en 4 meses a T"C ::iurnentil a 7.2 Este 

cambio refleja los grandes cambios ocasionados por los compuestos que se han 

formado durante la maduración. 15 
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Los microorganismos prosontcs en los quesos vienen determinados por 

muchos factores: 

• Tipo do fermentos anad1dos a la leche. 

• Utilización o no de mohos en la superficie del Queso 

'"' Calidad m1crob1ol6gica inicial de la leche. 

• Composición de la loche en protclnas. grasas. lactosa. etc. 

• Presonoa de sustanoas inh1b1doras (ant1b1611cos. pesticidas, ac1ergentes, ele.) 

• Humedad. lempcrntura y aireación duranh'.! la maduración 

• Contenido de sal en los quesos 

• Acidez del medio (pH) 

• Calidad h1g1én1ca del proceso de cl<iboraoón, etc ,,., 

La población hactcnana presente en los quesos es uno de los principales 

responsables de las transformaciones que se producen en los mismos durante la 

maduración en cámaras. 16 

Las bactcnas y las enzimas bacterianas atacan a los componentes del 

queso (protclnas, grasa. lactosa) descomponiéndolos en parte y dando lugar a 

productos aromáticos tlpicos de cada vanedad. 16 

Las enzimas microbianas dcsompel\an un papel importante en el 

desarrollo de sabor en los quesos Ademas do las enzimas originalmente 

presentes en la leche y las utilizadas para la coagulación. trabajan en el desarrollo 

de tas caractcristicas de los quesos las enzimas producidns por los cultivos 

iniciadores de organismos residentes en el queso. en diferentes etapas durante el 

proceso de madurac16n., 3 

Las proteasas al degradar a la casoina modifican la textura y el sabor del 

queso maduro. Las lipasas al h1droltzar los tngllcóridos de la lecho proveen ácidos 

grasos y precursores de motil-cctonas El complejo cnzimtJt1co 1nvolucr;:1do en la 

oxidación parcial do los ac1dos grasos libros y las propiedades de fl-cctoacil 

descarboxilasa generan los mayores componentes de sabor en el queso.u 

Cada queso tiene su sabor. El sabor se origina a partir de las protclnas. 

grasas y lactosa que se descomponen, dando lugar a aminoácidos. péptidos, 

ácidos grasos. ácido lactico. cetonas. aldehídos, ésteres y alcoholes 

secundarios., 5 
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La lactosa puedo doscomponersc en: ácido ltJctico por bacterias lácticas. 

en ácido buthico por bacterias butlricas, en C02 por coliforrnos. en alcohol otllico 

Por fermentos alcohólicos. etc_ Las protolnas son descompuestas tanto por los 

propios fermentos como por la ranina. producióndose péptidos y aminoácidos. 

Esta descomposición puede sor aün más fuerte llegando hasta el amoniaco. como 

pasa en los quesos de pasta azul. donde los aminoñcidos sufren una 

descomposición postenor. Por ello. los quesos azules tienen un aroma fucrtc., 6 

Muchos aminoácidos incluyendo la prolina son dulces. y pocos son amargos.,~ 

Las grasas son descompuestas por la enzima lipasa en glicerina y ácidos 

grasos. asl como en aldehidos y cotanas. compuestos todos que también 

contribuyen al conjunto de aromas del queso., 6 Los ácidos grasos corno el 

butirico son rancios. mientras que el caproico. caprllico y cáprico son picantes 

Las cotanas. particularmente las que tienen de 7 a 9 carbones desarrollan gran 

cantidad do aroma. En el queso azul se desarrollan ~etil cotanas en una 

concentración de 90 mg/kg. ácidos grasos libres de 48,000 mg/kg y 10mglkg de 

alcoholes socundanos.,~ 

Todo este con1unto de productos procedentes do la descomposición de los 

componentes del queso por la acción de microorganismos y sus enzimas son los 

que determinan el aroma y sabor de los quesos en conjunción con las proteinas, 

grasas. etc .• que no se han descompuesto y que son ta mayor parte., 6 

La fabricación de un queso azul de calidad depende críticamente del 

metabolismo de los lip1dos presentes. El sabor dominante en Jos quesos azules 

como ya se mencionó es causado por metil-cctonas. las cuales son 

predominantemente derivadas via ta parcial ox1dac1ón de Jos ácidos grasos libres 

en el queso. 1 _. 

Debido a la correlación cercana entre los niveles de ácidos grasos libres y 

la formación de metil-cctonas. el papel de las hpasas es muy importante. ya que 

estas proporcionan los ácidos grasos libres necesarios para la formación de 

sabor. Los ácidos grasos tambión proporcionan sabor y son precursores de las 

mctil-cetonas. En ausencia de una hpóhsis adecuada. el sabor del queso es 

pobre y de desarrollo muy lento. En la fig. 3 se esquematiza el metabolismo de 
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los ácidos grasos en los quesos azules. 1 ,. Durante la maduración. se presenta una 

acumulación gradual de molil-cetonas. El rango do liberación do ácidos grasos 

puede fijar la producción do metil-cetonas debido a que la adición de lipasas o el 

incremento de los niveles do lipasa del moho aumenta la liberación do ácidos 

grasos libros y Ja formación do metil-cctonas. Las mctil-cctonas son donvadas de 

la oxidación parcial do los ácidos grasos liberados por la hpasa. 14 

LIPIDOS 
1 LIPA.SAS 

Acm.3s GRASOS 
p-O~IOACK)N 

TKXASA 

CETO ACIL A ------- ACIL·CoA + ACETIL·CoA 

.J::::~ , -'=~º' 
~CARBOX•LASA ~U~ASA 

2-ALCANONA 

Flg. 3 Motabollsmo de los •ctdos grasos por ol Ponlcllllurn roquo,ortl como ocurro 
en el queso azul. El grupo acll puode contonor do 4 a 6 átomos do carbono. 1 ,. 
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Las lipasas y ostcrasas catalizan tres tipos do reacción (ver fig. 4). La 

acción catalitica do la lipasa es rovcrsiblo. 2n 

(1) HIDROLISIS DEL ESTER 
o 
1 

R- C---0-R' H~O 

(2) SINTESIS DEL i::STER 
o 
1 

R--C--OH + HO-R' 

(3) TRANSESTERIFICACIÓN 

(3 1) ACIDÓUSIS 
o o 
1 1 

R--C----0----R" + Rr- C- OH 

(3.2) ALCOHÓLISIS 
o 
1 

R-C-0--R 1" + HO -R".z 

(3 3) INTERESTERIFICACIÓN 
o o 
1 1 

o 
1 

-------R-C---OH + HO--R" 

o o 
1 1 

----- R,r-C---0-R' + R,-C--OH 

o 
1 

R--C-----0--RJ' • HO--R·, 

o o 
1 1 

R,-C--0---R, + Rr- C----0-- R'3 -R,---c---o--R"z • R.z -C ~R·,. 

(3.4) AMINÓUSIS 
o 
1 

R--C----0----R,' + H.zN--R".z 

o 
1 

R--C--NH--R.z' + HO--R, 

Flg. 4 Tipos do roacclonos catallzadas por las lipasas.28 
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1 13 ACI!YIPAD ENZI~ 

Como ya se mencionó antos las enzimas pueden sor protolnas quo se 

consideran como catalizadores biol6gícos que siguen par tanto las reglas 

generales do la catálisis.20 

El modelo do catálisis enzimática más simple y mejor conocido os el do 

Michaolis-Menton desarrollado en 1913. La toorla de Michaehs se ha desarrollado 

para las reacciones en que existe un solo sustrato (S) y supone la formación de 

un complejo enzima-sustrato (ES) que poslcnormcnte da lugnr al producto(P). 

regenerando la enzima (E). según so mucstrn en las siguientes rcacc1oncs.w 

K 1 K2 

(1) E + S ES = E + P 
K.1 K.2 

Desarrollando las ecuaciones de velocidad que impltcan estas reacetones, 

suponiendo que se alcanza el régimen estacionario. d(ES)/dt = O. que la reacción 

que da origen al producto es prácticamente irreversible y que In vclociad (v) de 

reacción. dada por : 

(2) V = dP/dt = k, (ES) 

Ja velocidad es máxima (Vmoa.) cuando la totalidad de Ja enzima en el medio se 

encuentra en forma de complejo: 

(3) v=V~. S/Km + S donde: (4} Km= K" 1 + K 2 I K, 

Km es la constante de Michaclis (ver fig.5) y equivale: a Ja concentración de 

sustrato para Ja cual la velocidad es la mitad de la máxima, también indica la 

afinidad que tiene la enzima por el sustrato en cuestión. pues cuanto menor sea 

su valor. menor será la concentración de sustrato para la cual la enzima alcanza 

su valor máximo de velocidad.70 
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v. Vmax 

Orden 

cero 

uno 

Km s 
Flg. 5 Roprosontael6n gráfica dol comportamlonto elnótleo observado on enzimas 
que obodocon ni modolo do Mlchaolls-Mcnton. 

Se ha estandarizado el potencial catalizador de las enzimas definiendo 

para cada enzima lo quo so conoce como UNIDAD do actividad enzimática. una 

Unidad Internacional (U.1.) equivale a la cantidad de enzima capaz de catahzar la 

transformación de 1 J.l mol de sustrato por minuto en condiciones específicas de 

concentración de sustrato. temperatura, pH y fuerza iómca. Esta definición no 

siempre se puede aplicar porque en algunos casos es dificil medir analiticamentc 

la desaparición de sustrato o la apanc1ón de producto. Esta es la razón por la que 

en la literatura especializada so encuentran diferentes definiciones adaptadas a 

casos específicos. Las unidades estarán dadas en mi de solución o en rng de 

producto. según el estado fls1co. La actividad especifica se da en rng de protein<i 

y es un parámetro indispensable en la evaluación do la pureza o de un proceso do 

punficación de las enz1mas.::-o 

Como toda reacción quimica. lc:1s reacciones enzimáticas se modifican con 

la temperatura. el fenómeno común de aumento en la velocidad de reacción 

cuando aumenta la lcmperatura. dada la mayor energla de las moléculas, se 

sobrepone a la desnaturalización de la enzima debido a su origen proteico. El 

resultado global de estas dos inleracc1oncs da como resullado un perfil con un 

máxiOlO de velociad a una temperatura que se ha denominado óptin1a (Tº óptima). 

ver fig.619 
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Efecto cinético 

la enzima 

T º Optrma Tª 

Flg. 6 Efocto do 13 tomporatura <n on una ro3cc16n catallzada por enzimas. 

La parte corrospondionle al efecto cinCtico se puede describir con la Ley de 

Arrhcnius: 

(5) K ::= A e .c.' AT 

Donde: K es la C?Onstante do velocidad de reacción, R la constante general 

de estado gaseoso. T la temperatura en •K y Ea la cncrgla de acitvación 

caracterislica do cada cnzima.70 

En cuanto al pH. el compartamiento que siguen las enzimas es similar al 

descrito para la temperatura (fig 7); este efecto so puede deber a tres fenómenos 

independientes·. 

• Desnaturalización irreversible de las enzimas a pH extremos. debido a la 

pérdida de su estructura especial por ruptura de enlaces no covalcntcs. 

• Ionización del sustrato si es que poseo grupos polares. 

• Estado de ionización de la cnzima.::10 

Es necesario hacer notar quo el pH al cual la enzima alcanza su máxima 

actividad no coincide necesariamente con el pH al que observa su máxima 

estabilidad. 

Para realizar el estudio cinético de una enzima dada. se debe determinar la 

variación de la velocidad inicial de reacción a diferentes concentraciones de 

sustrato. en condiciones óptimas de pH y temperatura y una determinada 

concentración de cnzimas. 20 
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V 

pH optimo pH 

Flg. 7 Efocto del pH on una ro.acción cataflz.ada por onzJma!ll. 

La información cinótica (Km y V.na.) se puede obtener directamente do una 

gráfica tipa Michaelis (V contra S), aunque con bastante frecuencia se emplean 

algunas de las modificaciones algebraicas de la ecuación de Michaelis: 

1) 1N = (KmlV,.... (1/S)) + (1N~.J 

2) V= - Km ( V/ S) + Vmax 

3) S/v = (Km/V-,)+ (SN-.) 
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' ' ' 
1 

1 

Flg. 8 Reprosontacl6n gráfica do la ecuacl6n do Llnoaweavor Burk 
1) 1N • (KmN..,.. (1/S)) + (1N~l 

V 

~ -Km 

V/S 

Flg. 9 Roprosentacl6n grAnca de la ecuación do Eadlo Hofstoe : 
2) V g - Km ( V/ S) + Vmax 

SN 

1Nmax 

s 
ig.10 Roprcsontacl6n gráfica do la ocuacl6n do Hancs: 

3) S/v = ( KmNrTU.) + (SN..,....) 
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La cinética enzimatica quo so ha descrito dosompona una función 

reguladora evidente en et metabolismo: mé'Js arriba do un cierto limito. la velocidad 

de reacción os constante para cualquier concentración de sustrato. Esto os ol 

primer medio dol quo dispone la célula para asegurarse condicionas constantes 

en un ambiente variable.20 

Sin embargo. algunas enzimas presentan '"dosviacionos• respecto al 

comportamiento Michaeliano, siendo la más común la inhibición por exceso do 

sustrato. Existen varias explicaciones a este fenómeno. pero una do las más 

aceptadas os que la enzima se une al sustrato por varios enlaces, por lo que a 

concentraciones fuertes dos moléculas do sustrato pueden ocupar un sitio activo. 

volviéndolo inactivo.70 (ver fig. 11) 

lg. 11 lnhtb•c•ón por exceso do 5ust.-ato en las .-epreaentaclonos dol modelo do 
MlchaeUs Mentan y do Llnoweaver-Burk. para el modelo; 

vº = ___ v_. __ 1/v
0 

= _1_ + _J:S.m__ + __ s __ 
1 + Km/S + S/K1 Vm:a• Vm:aaS K 1 Vmax 

Otro caso de desviación do ta cinética es el de ·activación por et sustrato-. 

que supone la coexistencia equilibrada de dos formas de la enzima. una de las 

cuales presenta menor actividad. En este caso se observa el comp0rtamiento en 

lalig. 12 
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V 

lL_ 
1N 

s 1/S 

Flg. 12 Oosvlacl6n do la clnótlca do Mlchaolls~enton por un fon6mono de 
"activación por 5ustrato". 

Por otra parte. aunque no se lo podrla considerar ospcclficamentc como 

una desviación de la cinética michaclina. la reversibilidad de las reacciones 

ocasiona comportamientos que no esté'ln doscntos en el modelo de Michaclis­

Menten. Cuando la reacción caracterizada en la ecuación (1 ), por la constante 

K-2 es de consideración. el modelo se transforma en: 

_s_y,.,_,, 

S+K" (1+P/Ku) 

donde: KA = J:$. _, _±._JS •2 _ y Ko =___K·,~·2 

K"' 

P = concentración del producto (cuando P=O, este modelo se transforma en el de 

Michaelis-Mentcn). 2~ 

Existen un gran número de sustancias capaces de 1mped1r el desarrollo 

normal de las reacciones enz1m3ticas cuando se combinan con las enzimas y 

gracias al estudio de dichas sustancias. conocidas como inhibidores. se han 

podido dasificar en un cierto número de casos Se representa el más sencillo, el 

de enzimas monoméncas con un solo sustrato que establecen solo un tipo de 

interacción con el inh1b1dor En la fig. 13 se representan y comparan l<Js 

principales formas de 1nh1b1c16n.;-0 

El papel regulador de los inhibidorcs enzimáticos es de fundamental 

importancia en el equilibrio de la act1v1dad y en la cconornia óptima de las rutas 

metabólicas.:ro 
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1N 

No Competitivo-------­

Compctitivo 

Acompetitivo 

Sin inhibir 

1/S 

lg. 13 Princlpalos moeanlsmos de Inhibición y modificaclonos a la roprosontaci n 
gráflca do Llnoawoavor-Burk. 

Las ecuaciones do los diferentes mecanismos de inh1bic16n son las 
siguientes: 

Compotjtiva E e:..:. ES -+ E + P 

u 
El 

1/V = (Kmtv~.)(1 + 1/K,) (1/S) + (1N~.) 

Nq competjtjva E ~ ES __. E + P 

u u., 
El=ESI 

•S 

1/V = (Kmtv~.)(1 + 1/K,) (1/S) + (1N~.J (1 + 1/K,J 

•S 

Acompetitjva E e:::. ES -- E + P 
u., 

EIS -E+ 1 + P 
•S 

1/V =(Km/V~) (1/S) + (1/V=,) (1 + 1/K,) 
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2. METODOLOGÍA 

2.1 OBTENCIÓN PE LA CEPA PE Pqa/c/U/um roauqfort(. 

La cepa del Penicillium roquoforti se aisló do un queso azul comercial (Bfeu 

d"Auvcmc). So tomó 1g. del queso comercial. y so realizaron las siguientes 

diluciones~ 10- 1
, 10",, 10·3

, De Ja dilución de 10<1 so tomaron allcuotas de 0.1ml 

que so inocularon on cajas de Pctri con agar POA. Estas ~Jas so incubaron a 

2s•c hasta que crecieron las colonias do microorganismos (4 dlas). 

2.2 IDENTIFICACIÓN DE LA CEPA Df;,___ElmkJl/lum roquofortl 

Se realizaron cultivos en agar Saburoau con ácido acótica al O. 1 o/o para 

comprobar que el microorganismo fuera el corroctoc; y tambión se realizó un 

microcuJtivo para observar al microorganismo bajo microscop10 y asl vcnficar que 

su morfologfa coincidiera con la reportad u bibhográfiCilmente. 2 v n Para n1antencr 

fa cepa viablo hasta el momento de la fermentación, se sembró en un medio de 

agar Saburcau. 

Se preparó un medio de cullivo para el crecimiento del Penicillium 

roqueforti. de tal manera que la producción de biomasa fuera la adecuada. 

Debido a que la lipasa cxtracclular del hongo es inducible. el medio do cultivo se 

formuló de tal manera quo contuviera los ñcidos grasos de cadena corta que 

llevan a cabo esta inducción. En la mantequilla se encuentran presentes Jos 

siguientes ácidos grasos de cadena corta; butirico. caproico, cáprico y caprflico 

(C •• C6. Ce. C,oh•. a.• 
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Los hongos roquloron para su desarrollo y crecimiento do fuentes do 

energfa y otros elementos corno nitrógeno, hidrógeno. otc. Por lo general, fas 

fuentes de energla son Jos carbohidratos . .10 

Como medio de cultivo pueden sor utilizados productos quo no ostón 

definidos qufmicamentc, como son: suero do lecho, melazas. agua de remojo de 

ciertos cereales como malz o trigo, sebo. aceites, etc. Estos productos presentan 

la desventaja de que no son de compos1ción constante. su composición varla con 

el tiempo, el mótodo de obtención utilizado no siempre es el mismo, asf como las 

condiciones do almacenamiento. La gran ventaja quo presentan es que por lo 

general son subproductos do desecho de ciertas industrias, lo que significa bajo 

costo de adquisición. ademas do que se eliminan desechos de una manera 

segura y práctica.;oo 

Para la producción do enzimas del Ponici//ium roquoforti, so rcahzó una 

modificación a las formulaciones que Stcpaniak et al,2~ Kosikowski,!> y Jolly ( 1978) 

proponen. Dichas formulaciones se basan en el suero de leche remanente de Ja 

fabncación de queso: 

pH final 5.5. 

Suero de lecho de queseria 

Extracto de malta 

Peptona 

Agar 

Grasa 

Esporas de P. roqueforti. 

Stepaniak 

69.0°/o 

29.0o/o 

1.0o/o 

0.4°/o 

No ..-cportada 

No reportada 

Kosikowski 

80.0 º/o 

20.0 % 

0.02% 
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La modificación do la formulación anterionncnto citada fue la siguiente: 

pH final 5.0 

Suero de leche do quoscrla 

Dextrosa 

Peptona cascina 

Mantequilla 

Esporas de P. roquofor1i 

94.0o/o 

4.0o/o 

1.0% 

1.0% 

0.1% 

2 4 CULTIVO D~l,_I'._cflli;illJYm roquefort/ EN EL MEDIO SELECC!O~ 
PARA LA PRODUCCIÓN DE L!PASA-1>~ 

El medio seleccionado, (Suero de leche de qucscrla 94.0°/o, Dextrosa 4.0% •. 

Peptona casclna 1.0°/o. mantequilla 1.0~~}. se preparó (11t). se cstcnl1zó. se le 

adicionaron las esporas del P. roqucfort1 (0. 1°/u) y se dCJÓ a temperatura 

ambiento (20·25ºC) durante 10. 13 y 19 dias sin agitación. Con la misma 

formulación, el medio permaneció en agitación (200 r.p.m) a una temperatura de 

2o·c durante 13 y 19 dias. Al tórmino de dicho ttcmpo. se procedió a realtzar la 

extracción y la purificación de la lipasa 
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2 5 EXTRACCIÓN V SEMIPUR!FICACIÓN PE LA LIPASA DEL Pcn/c/f/lu.m 
roquafqrtf. 

2 5 1 DIAGRAMA QE FLUJO DEL PROCESO PE EXTRACCIÓN Y 
SEMIPURIFICAClóN PE LA L!PASA 

Medio seleccionado. (Suero do loche de quoscria 
94.0º/o, Dextrosa 4.0"o/o. Peptona casolna 1.0•"/o. 
mantequilla 1.0º/o. esporas do P. roquoforli.)(11t) 

l 
ILTRACI N EL XTRACT 

CRUDO DE LA L!PASA.( 0.911) 

}------- OBTENCIÓN DE BIOMASA 

CENTRIFUGACI N DEL EXTRACTO 5000r.p.m. 

(O 45") PRECIPITACIÓN 
CON ETANOL 98% 

CRUDO DE L!PASA 0.911. 15 min. 
-2 ·c 

3 "'°' dol alcohol (O c~n) ADICIÓN DE 40'% -1v fNH,.)zSQ,. 
A-~ ·e SUU""ATO DE AMONIO A ... 5·c 

~-----,.----~REPOSO 24HRS ~-----,.---~REPOSO 24 tiRS 
EN REFRIGERACIÓN EN REFRIGERACIÓN 

1 ~ c_E_N_T_R_1_F_u_i,...A_c_1_o_N~I ;~-~ R;.~ 

EXTRACTO SEMIPURO DE LA 
LIPASA DEL Pon1alt1utn #OQU~fort. 
(PRECIPITADO CON ETANOL) 

CENTRIFUGACIÓN 10_000RPM 
~Mio. -2·c 

FILTRACIÓN 

DIALISIS ;··c. AGITAC10N 
4 OIAS 

EXTRACTO SEMIPUH:O DE tA 
LIPASA DEL Ponrc1/hun1 roquurort1. 

(PRECIPITADO CON SULFATO DE AMONIO) 
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~_QE LA EXTRACCIÓN~~J;.l,._ 
f>enicilhunz roquoÍQ!JJ. 

La filtración es un proceso moc..."'lnico de scpar-acíón do particulas sólidas 

en un medio liquido. En la filtrac10n, el fiuido fluyo a trnvós do poros poqucnos 

quo impiden el paso do las particulas s.ólidas 10 Aunquo la fi/lrnc16n se ve limitada 

por el tamaf\o de la par11cul.:i. Irene Ja vontnja do que no dar'\a el medio de cultivo. 

La ccntrrfugac1ón es en1ploc1dn p.<1ra snpar;:u· p;:1rtlculns de d1forcnto 

densidad que so cnr.ucntran suspendidas en un medio ll4u1do, 0 

Do cada litro de los modios cultivados durnnte 10.13 y 19 dia~ sin agitación 

y Jos do 13 y 19 dias con ag1tac1ón, se rr:ill1?ó una filtración con tres capas de 

gasa y postenorrncntc unil centnfugac1ón {5000 r p m. durante 1 !::>minutos a -2"C) 

Obteniéndose aproximadamente 900 mi de extracto crudo que contiene la hpas;, 

cxtracelular. En esta parto se realizó una dc1crrninilc1ón de act1v1d.<Jd cnz1mát1ca 

para comprobar que la lipasa se encontr.<ua presente (Ver ~ecc1ón 2 6 ) 

2 5 3 DESCRl~QEJ.6-!;LEMIPURJ.EK;~.CIÓN DE LA_LJ'=.J>,~Ql;;_L_ 

Penic1//Jum [Qf1J!.!J.ÍQ.f1.i 

Existen diferentes formas de realizar una scm1punficac1ón o purificación 

enzimática. Una de ellas es el fraccionam1ento con sulfato de amonio. una 

estrategia quo so empica con gran frecuencia pnra el aislam1cnto de proteínas. 

La incorporación de sulfato de amonio a la solución de protelnas :i1srninuye la 

solub1hdad de éstas. El efecto. que por lo general se conoce como fenómeno de 

extracción con sal. depende de la concnntrac1ón de sulfato de amonio incorporado 

y de la naturaleza de la proteina.!> 

Otras tácticas usadas para el nislam1cnto de proteínas son la prcc1p1taci6n 

con solventes orgt.micos como la acetona o etanol. el calentamiento ligero a fin de 

alterar la solubilidad de las protcinos y la precipitación isoeléclrica. que se basa en 

el hecho de que una proteína uene solubilidad mlnima en un pH correspondiente a 

su punto isoelóctrrco.5. 

61 



En osta parte experimental, so procedió al empleo de etanol y/o sulfato do 

amonio para la precipitación do las protcinas onzimtihcas. 

De cada extracto crudo (10,13.19 dias sm agitación y 13 y 19 dlas con 

agitación). so empicó una mitad (450 mi) pnra ser precipitada por etanol. y la aira 

mitad se trató con sulfato do amonio. 

Las partos a tratarse con etanol se los adicionó 3 volúmenes de este 

alcohol a -2·c y sobre un medio fria para controlar la tomporarura {-S'"C). Las 

mitades a tratarse con sulfato do arnonio (cm•.,_.so,). se les adicionó tontamente un 

40% (en seco) do esta sal. con agitación constante y tambión sobro un modio 

fria (-S•C). Ambas partes se dejaron reposar durante 24 horas en rofrigcrac1ón 

(-s•c). Posteriormente so realizó una ccntnfugac16n (10.000 r.p.m. durante 30 

minutos a -2·c). 
A los extractos tratados con etanol so les eliminó el sobrcnadanto y el 

precipitado (aproximadamente 15 g) se empleó para dctorn1mar la actividad 

enzimática (ver sección 2. 7.). 

Los extractos tratados con sulfato de amonio fueron colocados en una 

membrana para realizar d1alls1s durante 4 dfas con cambio de agua y en agitación 

constante. ya que el uso de membranas semipermeables para la punficación de 

enzimas se destina generalmente a la eliminac.16n de sales y a la concentración 

que so realiza en las últimas fases del procoso. 27 De esta forma. se obtuvo un 

extracto semipuro de la enzima que también se mantuvo en congelación para su 

conservación (aproximadamente 20 mi). 
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2 6. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMATIC~OS EXTRACTOS 
CRUDOS DE LA LIPASA DEL Pcnlclllllum roouofort/. 

Esta dolorTTiinación se empipó para vcrific..,r quo la enzima producida on Jos 

extractos crudos a diforontes ticmpas ( 10.13, 19 dlas sin agitación y 13 y 19 di as 

con agitación) presentaran actividad enzimática. 

La cantidad enzimática se calcula m1d1ondo los mi consumidos do NaOH 

0.02N para neutralizar los ácidos grasos liberados o producido~ por la reacción do 

la lipasa del Penici//iurn roquoforti;,. 

2 6 1 PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACIÓN DE~6_i>&TIVIQ8Q.. 
ENZIMÁTICA-

El blanco formado con O.Sg do sustrato {mantequ1Jla do leche bronca ostóril 

pH 6-6.5) y 1 mi de buffer do fosfatos pH 9 (0.025M) so tituló con Na OH 0.02N. 

Posteriormente so prepararon 3 mezclas cuda una conteniendo: O.Sg do 

sustrato más 1 mi de buffer de fosfatos pH 9 y 1m dol correspondiente extracto 

Cn.Jdo enzimático (10, '13 y 19 días cultivado sm agitación y 13 y 19 dias 

conservados on agitación durante su cultivo). Una de las mezclas se trturó 

inmediatamente (lo). Las dos restantes permanecieron en bar"'lo ma,.ia a 35ºC 

durante 15 (t,) y 30 (t2 ) minutos y se titularon también con NaOH 0.02N. De esta 

manera se puede medir la actividad inicial dol extracto cn.Jdo asi como observar el 

componamicnto de la lipasa con respecto al tiempc.o, debido a que las lipasas al 

reaccionar con el sustrato producen la liberación do ácidos grasos mismos que 

son neutralizados con el NaOH. 
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So cmplonron los cxtr::Jctos onz1mttl1cos somipunftcados do 10 y 13 dlas 

(cultivndos sin ag1tac1ón y prccip1tados con etanol). nsl como el extracto crudo de 

13 dias (cultivado sin a91t.::1ción). y sn cxpenmcntó a ternperaturils de 25,30 y 

35ºC. a pH de G, 7 .8 y 9 y durante O. 5. 1 O. 1 S. 20 y 30 minuto~; 

Como so mencionó :intonorn,entc. 1;1 nct1v1dad L•nzimt.hcil se rn1de do 

acuerdo a los n1I do NaOH 0.02N neces<-.H105 par.a ncutrnllznr los ;'Jc1dos grasos 

liberados o producidos por In lipasa del Poniciflwm roquefort1.i 

El blanco so formó con O 1Sg de su~tr.ato (mi1ntcqu1lla de lecho bronca 

cstCril pH 6-6.5) y 2n--1I de buffer de fosfatos pH G,7,8 ó ~¡ (0.025r-...1). mismo que se 

tituló con NaOH O 02N 

Del extracto scn1ipuro de i3 dlas (prnc1p1tado con etanol) se ton-,ó 0.1g. se 

le adicionó 0.15g del sustr;ito y 2ml de buffer de fosfatos pH 6.7.8. 6 9, se titula 

con NaOH 0.02N il diferentes tiempos (0.5, 10.15.20 y 30 minutos) prov1amcnto 

colocado en baño maria a diferentes tcmperatur.:is (25. 30 ó 35ºC) 

El extracto enzimtitico crudo de i 3 di.:is se empicó de la misma mLinora que 

ol extracto semipuro de 13 días. Por tcnur poca cantidad del cxtr;:icto scmipuro 

(precipitado con etanol) de 10 dias, este solo se empicó con las condiciones que 

Tamio Mase (1994) reporta como óptimas (pH 6 a 8, 30ºC y estable por 15 

minutos). respetando las cantidades de sustrato. buffer y extracto que se 

mencionan en el párrafo anterior. 

2.8. MED!CION p_l';_L~NTIDAD DE PROTE!N_,<;_E~l,_Q_S E~TRACTOS 
~os DE LIPASA, 

Por el método de Bradford (ver anexo 3) se dctern"linó la cantídad do 

protclna en los extractos cnz1rntiticos semipunficados (con sulfato de amomo o 

con etanol) . 
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2.9 METOOOLOGIA OE LA EXPER!MENIACIÓN PARA OETERMIN/Y:LE~ 
MOLECULAR PE LA LIPASA !Ek"'-CL~BE.fil~~~:zy,,J. 

So realizó una oloctroforcs1s (SDS-PAGE) ni 12º/o (Ver Anexo 4) para los 

extractos onzim~ticos scmipurificados de 10 y 13 dias (cultivados sin agitación y 

que para su somipunfic.--:ición se prec1p1ló con ctnnol) y para el extracto crudo de 

13 dlas (cultivado sin agitación) Se cmplonron corno patrón de rofcrcnc1a los 

Pesos Moleculares (Sigma Chcm1cal Co.) conospondiontcs a lns siguientes 

protolnas: Miosina (Poso Molecular= 205 Kda), (\-Galactosidasa (116 Kda), l\­

Fosforilasa (97 KOa), AlbUmina sénca (66 KDa). Albúmina de huevo (45 KOa). 

Anhidrasa carbónica (29 KOa). 
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

3 1 OBTENCIÓN PE LA CEPA DEL Ponlcll.JJ.um...nlslwllill:1J. 

A partir de un queso azul comercial (Blou d'Auvomo). so pudo aislar la cepa 

del Penicilliurn roquoforti, misma que so conservó en agar Saburoau. 

3 2 IDENTIFICA~G-~.k.e.~mklltlum roquofof".11, 

Se pudo identificar la cepa del Penicil/wrn roquoforli. misma que presentó 

las siguientes caractcrisicas: 

El micelio presentó conid1óforos, simples, largos. erectos, de forma 

caracterlstica. simétrica o as1mótricamcnto, en forma de escoba la ram1ficac1ón 

múltiple del conidióforo o "'pincel· terminó en un grupo de f1<'.tlides con largas 

cadenas de conidios. 

Las colonias extendidas fueron do color verde azulado y luego verde 

oscuro. aterciopeladas. lisas, al reverso do la caja do pctn el color que presentan 

las colonias son verde muy oscuro, casi negro. Al analizar bajo microscopio se 

observan penidlios claramente asimétricos, en general con tres o cuatro niveles 

de ramificación. Tal doscripción corresponde a la reportada bibhográficamonte7 ~ 23 

3 3 FORMULACIÓN DEL MEDIO PE CUL T!VO PARA LA 11\rnUCCIÓN DE LA 
PROPUCCIÓN PE 1,rn:>, 

El medio de cultivo elegido para inducir la producción de lipasas fue: Suero 

de loche de queseria (94.0°/o), Dextrosa (4.0~ó). Poptona caseina (1 Oº/o), 

Mantequilla (1.0o/o) y Esporas do P. roqueforti (O 1°/o) La gran venta1a que 

presentó es qu(S por sor el suero de quesería un subproducto de desecho 

industrial, representó un bajo costo de adquisición y producción. 
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Los cultivos inductores do lipnsa con ol medio seleccionado que 

pcnnanecicron un agitación constante (200 r.p.rn.) durante 13 y 19 días 

presentaron una coloración rosada. toxtura homogénea y olor dulce. En cambio 

los que permanecieron sin agitación durnntc el mismo tiempo su colornc1ón fue 

amarillenta con un.-. Mcostra- de color verde cnrnctcríst1co del F'. roqueforti . su 

textura fuo similar a una "cuajada· su.avo y frágil con l1t">crnc1ón de liquido y un olor 

dulce y -piec.'lntc• o fuerte c.""'.lracteristico del queso roquefort. 

3.5 EXTRACCIÓN y SEMIE..l!B!E!.!;:~_G!_Q_~QJ;_L.A__~~-º-E.L __ e<>nf,:::fil/.Qm 
roquofortl 

Durante la ex1raccrón de la lipasa de los medios de cultivo se obtuvo 

aproximadamente 300 mi de extracto enzimático crudo de cada medio (que 

permaneció durante: 10. 13 y 19 dlas sin agitación y 13 y 19 dias con agitación), 

a estos extractos crudos se les determinó la act1v1dad enzimática para observar 

que la lipasa se hubiese producido (20 mi se conservaron en congelación para su 

futuro empleo). 

En la scmipunficación se obtuvieron aproxi1nadamcnte 1 5 gr de cada 

extracto precipitado con etanol; on cambio para los que se utilizó el sulfato de 

amonio se obtuvieron aproximadamente 20 ml. En In scmipunficacaón. al empicar 

el etanol este fue recuperado durante la centrifugación y el prcc1p1tado fue el 

extracto do llpasa que se empicó para conocer la cantidad de proteína y su 

actividad enz1mát1ca. Por otra parte. durante la scm1punficac1ón utilizando et 

sulfato de amonio y después de la centrifugación. no hubo precipitado 5ino una 

película de extracto de lipasa en la superficie que postcnormcnte se d1ultzó p;¡ra 

que se determinara la cantidad de protelna. 

Tamio fl.1ase (1994) indica el empleo de etanol y después sulfato de amonio 

en la purificación del extracto de lipasa del Peníc1/líurn roqucforti. pero la 

secuencia de uso no está clar.tlmontc definidél. 
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3 6. DEI'"1!Ml!'!:A_CJQli_Q_E_J.AAQIJYIPAO_EJ'.!Z!MAIJk~QlLEXTRACTQJ;> 
~!l0-º12.QtU.AJ-IeAs_A_Q~_nJ_cJlllll1mJ32gp__g_f_<;;>11J 

TABLA 4_ RESULTADOS DE LA DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD 
ENZIMÁTICA DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS CRUDOS H9 

TIEMPO DE CULTIVO DEL --EXH-Ui.C1Q-["Nz1MAT~ mi gasl.ados de 
EXTRACTO ENZIMÁTICO NnOH O 02N 

t,..,- O mtn ·-----,-o dtns su1 ag1t,""Jc1on - ---4-.8~----
1---~,~~1Smin ____ -·- -----,o dlns sin ag•tac-;-¿;::¡--- ----4~8-----

1---~•~,-~3~0 m1n -- -----,-~;rnagrlilC.óO--- _ 5d_ --

1---------,n-:--Q-m_an _______ -----:¡~}d-oa-,-,-,,;-.. n•t_a_c•-ófl----t---°"5~_71--------l 

t------~',_~------=31'=50~mm~c','nn~------- - ~-1~5.ñ ag1t..~c.on -----i---4-_8---
. 19 días sin ag1lac•ón 4.6 

t,..,:.... O min 13 dias con ag1tilC•On ---~ 

l----•~---1~5::C-,m~an,_____ --=,~J_d~ón_c_.co __ n_a~g~rt~a_c~•O~n----; 2~.5~----t 
,__ ___ t~,_-_3~0~m=an ______ ,___.._-2._3_~_:'--~-ªgrtac•ón _ ---2 4 

Según la grOfiec:-i 1 y los datos de la tabla 4, podemos observar que el 

extracto crudo cnzimtitico que se cultivó durante 13 dlas sin ag1tac16n. fue el que 

mayor cantidad de mi de NaOH 0.02N gastó. 1nc11c...1ndo que tiene mayor act1v1dad 

al haberse producido más cantidad r1c ácido!> gra~~os. seguido del extracto que 

permanecio sin ag1tac1ón y durante 10 di.ns en cultivo Por otra parte, el extracto 

crudo cnz1mát1co cultivado durante 1 a di ns y con ag1t;ic1ón. fue el que menor 

cantidad de mi d'D' NoOH 0.02N gastó con re~pecto a los otros cxtrnctos crudos. 

indicando una menor :ict1v1dnd y ba1a producc1on de ;'.ic1dos grnsos, debido a esto. 

se encuentra pos1blcmontc muy poca cantidad de llpasa detectable en este 

extracto. Esto nos indica que la agitación o a1rcac16n en los medios de cultivo 

disminuye la producción de llpasa del Pcn1c11/wrn roqucfor11. 
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1--~--

Gr,diflc. '1: NaOH 0.02N consumido contra tiempo para loa dlforont•• 
extraictoa cn,,doa do llpasa pH 9 y 3S-C. 

- ! 

" Ti.mpo (mln) 

i 
-- r .. iracto U'udo 10 i 1 1; 

l"-"V:..t::"to crudo 13 
<1u' con ttg«acc1 ... 

L•t•;K:to CtudO 19 

<hllo COl'l --:,Jcaoc,o:=;n 1, ,, 

-l·l•~tor.rt>d019 

<1U"' '"nagill.oC.:.n 

Según la grñficas que se presentan a cont1nuac1ón (2.3. 4 y 5). se observa 

que la mayor actividad enzimt.ltica se presenta en un pH de 6 y a temperaturas de 

25º 6 30ºC. El extracto scm1puro (precipitado con etanol) do 13 dias sin ag1tac16n 

a 25ºC y un pH 6. la actividad m.'."Jx1ma se da a los 20 minutos (gráfica 2); por otra 

parte el extracto crudo de 13 dias srn ag1tac16n (nrtlfica 3) a 30ºC y pH G la mayor 

actividad se presentó a los 15 rrnnutos El cxtrnctu crudo cnz1mtit1co que se 

cultivó durante 13 días sin ag1tac16n. fue el que mayor cant1d."ld de mi de NaOH 

0.02N gastó a 30ºC y pH 6 El cxtrncto cnz1m;it1co scm1puro (prcc1p1tado con 

etanol) de 10 diLJs sm agitación (grñfica 4) a 30ºC y un pH 6 tiene su mayor 
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actividad onzimáUca a los 30 minutos. En general, cualquiera do los extractos 

enzimáticos analizados presentó Ja mayor actividad cnz1mé:"Jt1ca a pH 6 con 

cualquier temperatura (25, 30 6 35ºC). La grt.fica 5 comparo 105 tres extractos 

(crudo de 13 dlas. scmipuro do 13 y 10 dlas) a pH 6 y Tcmpcralurél de 30ºC 

Grlilflca 2: N.i.Oti 0.02N consumido contra tlompo para ol oxtracto 
de 13 dla• somlpuro (ProclpU.ado con ot:.nol}. 

--------:......:·············•· ... ---..-

Tt.mpo (rnln J 

~-- pti-"(... T•.i~,· 

--- r>f"•-tl. T•JQ-
• pt•'<l. r .. 3-:,• 

--- ptV7 T•2~,• 

--pt••"J"l•:lO"' 

ptr.7. T"'3~· 

-~-•- ptt~8 T,.;.>•,• 

pt•,~ r~:i:r­

r>tt-g l'>J,r, .. 

Gráfica 2: La actividad on::lmáUca del oxtracto somlpurlficildo do 13 dias (sin 

agitación y precipitado con etanol) so midió a diferente pH's (6.7.8 y 9), y a 

diferentes temperaturas (25. 30 y 35ºC) en un lapso do tiempo do 30 minutos, con 

Intervalos do 5 minutos. La mayor actividad enzimática (mayor consumo do NaOH 

0.02N) do esto extracto so presentó a Jos 20 minutos, a pH 6 y 25ºC. 
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1----- GrAn~-3: Na~~ O ~;N -~::-u~;~-=ontr• t~•~=- -- -~----1 
Extracto crudo do 13 dlaa.. ,, .---~~~~~~~~~~~~~~~~-, 

1 1 
¡ 'º .,.,,. .,,, -- - --- - ..... - -- - ¡ 
! [ -~~--T~25;;-·1 ¡ 
t --· .. . .• -···· . •... ... ---:- ::; ;:~ 11! 1,·,' 

3 
- ptt.7. T•2!>• 

S e ~=- ::::~ ~==- ! i 
et -pH1 8.T,,2!;;• 

~ --:::~=~ 
--<:>-- pH"9 T,,25• 

-<>- pH-9 T•30"' 

p.....-;;i_ T.-35• 

Tiempo (mln.J 

Grtaflca 3: La actividad onzlmátlca dol oxtracto crudo do 13 días (sin agitación) se 

midió a dlfcronto pH's (6.7 .B y 9). y a diforentos tomporaturas (25. 30 y 35ºC) on un 

lapso do tiempo do 30 minutos. con Intervalos do 5 minutos. Esto extracto 

consumió la mayor cantidad do NaOH 0.02N a los 15 minutos con un pH 6 y 35°C 

do tomporatura. So puedo observar quo las curvas dol extracto semlpuro de 13 dlas 

(gráfica 2) son más homogéneas on comparación al oxtrncto crudo do 13 dlas 

(gráfico 3) y esto es debido posiblemente a la Jntorfcroncla do otros componentes 

oxlstontcs en ol extracto crudo. 
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--------------·-----·-----------·'1 
Gt'6flca ~: NaiOH 0.02N conaamldo contra tJempo p•r• el ••tr•cto ! 

de 10 dl••-mlpu~ (predpltado con etanol). \ 

- ~ -P'+-7. 
T•:JO'" 

--- ____ j 
.;.-~--·--

o 
T .. mpo tmtn.) 

Gr-'f\ca 4: La actividad onzlmtttica del extracto somlpuro de '10 dias (sin agitación y 

precipitado con etanol) so midió a diferente pHºs (6. y 7). y a 30-C on un lapso do 

tiempo do 30 minutos. con Intervalos do 5 minutos. A pH 6. 30-C y 30 minutos este 

extracto consumió la mayor cantidad do Na.OH. Por tenor poca cantidad de esto 

extracto. solo se empleó bajo las condiciones quo Tamlo Mnso (1994) reporta 

como óptimas. 
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,---------------- ----
Granea S: NaOH 0.02N consumido contra tiempo. p1u71. tos 

dife,..nt•• extn1cto• •nz:lmAtJcolL. pH 6 T 30-. 1 
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I 
!.__ _____ _ 
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,-- útr.:-IOerl..do 

1.)(1..:n. 

Gráfica S: La acUv#dad onzfm.3tJca dol extracto crudo do 1:3 di.as (sin agnación) y fos 

oxtractos somlpuros do 13 y 10 dias (sin agftacl6n y proclpftados con etanol}. fuo 

modlda a pH 6 y 3o•c en un lapso de 30 minutos con Intervalos do S minutos. 

obsorvándoso un mayor consumo do NaOH on el extracto crudo do 13 dfas (a los 

15 minutos), relacionado posJblomonte con Jos demás componontos prosontos en 

el modio: on cambio los extractos somlpuros prosontan un consumo monor do 

NaOH pero la tondoncla os p.arccJda. 
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3 8 MEPIC!ON PE LA CANTIDAQ 12.'"-eROIEINA EN LOS EXTRA™ 
SEM!PUROS DE LIPl\SA. 

TABLA 5 RESULTADOS DE LA LONGITUD DE ONDA SEGÚN LA CANTIDAD 
DE PROTEINA PRESENTE EN LOS EXTRACTOS SEMIPUROS DE LIPASA 
FÚNGICA DEL Ponicilliun1 r~uoforti 
TIPO DE EXTRACTO Cnnhdad de pr-o1cinas Lectura de 

(mg)" Longitud de onda 

h-,-~-------------------- -··-- ------ QJ_____=---< 
Mooo0· proc1p1tndo con etanol 2. 58 28§ __ _ 
MOdo0· prec1p1tado con !i.ulfato do arnonoo 

------------t----=~----l 
10 dlas sin ug1tnCJOn y prcc1p1tado ~on etanol 10.70 335 
10 dlns sin ng1t.:Jc10n y Pf"CCtp1t¿1do con sulfnto 7.24 ---314 
13 dias sin agitación y proc1p1tado con ctnnol -- --~~---.,--ygo~----·i---~3=7~8----1 

r1~3,..d~l~a-s-5-,n-a-g"-o~laccco6-,-,n-y~~p-,c"C~,p-,lc,-U-od-o-co-n_s_u~ll-a~lo--·!--·-_~-~sa-~ ---31 Q 

~= ~::: ::~ ::;:~~~: ~;::~:::~: ::: :~t,:~~---+-------,~~-~~~~----r----c;oc~oc~0'----4 
13 días sin ag1tnc10n y sin prcc1p1tar {crudo) -- ---~,-----,t---~3~1~5----1 

13 dlns con ngrlnciOn y prc-c1p1tado cOn etanol 

¡.-1~3~d71_a_s_c_o_n_a~g~•l_ac_•7<><_,_Y_P_•_nc_•_P_~1lo:_•_d7o __ c<_m_su_1_1a_to~--- ____ ----------=:.___ ----------< 
19 d1as con ag1tac16n y prcc1p1lado con ct.anol --- ---
19 d1ns con agrtnc16n y prcc1p11adOC~i~- ---------------

A Oblcn1do al sustituir el valor de ). en la ecu.:ic16n para obtener la cantidad de prote1na en 
los extractos (ver anexo 3) 
ª Refendo al medio formulado (ver sccetón 3 3}. pero sin la ad1oón de microorganismo 
para la producción de hpasa 
--Cantidad de protcina menor no detectable por la técnica empicada 

A partir de los datos cxpcnmentales reportados en la tabla 5. se puede 

observar que el extracto enzimático que permaneció en cultJvo durante 13 dias. 

sin agitación y que para su scmipunficación se precipitó con etanol. presentó la 

mayor cantidad de proteína según el método de Bradford (17.9 mg) El extracto 

que permaneció durante 10 dias en cultivo. sin agitación y que so prec1p1ló con 

etanol. presentó una cantidad de proteína s1rrnlar al cultivo de trece días (10.7mg). 
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El extracto crudo de 13 dias (sin agitación) fuo ol tercero que presentó 

mayor cantidad do protclna según la tócnica cmplenda (7-4"1 mg). En cambio. en 

los extractos precipitados con sulfato de amonio y en los que permanecieron en 

agitación durante su cultivo. las lectur:-ts de longitud de onda fueron menores a las 

do la curva patrón. por lo que l<t cantidad do protcina no fue detectable por este 

método; so rccom1cnda emple;tr otro rnt.!todo más sensible para cuantificar las 

protelnas presentes en dichos extr¡lcto5 

3 9 DETERMINACION___OJ;_i_eEs_o __ ~Qb!O_C!LLAR.__RE LA LIPAM 
CELECTROFQR~.fil§_:>_Q._$-PAG_!;._1_2_%J 

~RVAPATRÓN 

Esta se realizó con los Pesos Moleculares conocidos que corresponden a: 

Miosina, ll Galactosidasa. f\ fosfonlasa. Albúmina sórica. Albúmina de huevo y 

Anhidrasa carbónica 

TABLA 6 RESULTADOS DE Log DE PESOS MOLECULARES DE ENZIMAS 
CONOCIDAS CONTRA LA MOVILIDAD RELATIVA DE LAS PROTEINAS (Rf). 
NOMBRE DE LA PE-so Log PM DISTANCIA DE Rf -- dp/dt 
ENZIMA MOLECULAR ... LA BANDA DE . .. 

(PM = KD.<i) PROTEINA 
tdp=cm> -

M1os1na 205 2 311 0.8 0.163 

PNalactos1dasa 116 2.064 1.4 0.286 

JlFosfonlasa 97 1.986 1.7 0.347 

Albúmina sene.a 66 1 819 2.2 0.449 

Albúmina de huevo 45 1.653 3.3 0.673 

Anhidras.a carbónica 29 1.462 3.6 0.735 

Donde. Rf - Movilidad relatrva. y dt -D1stanc1a total de tmc1ón, para este caso 
dt = 4.9cm 

7S 
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Análisis de Rogrosión Lineal 

b= 2.473 

m= -1.335 

r=-0.984 

Ecuación quo permito conocer ol Peso Molecular (PM) 

enzimáticos sogún su Movilidad Relativa (Rf): 

log PM= (-1.335(Rf)) + 2.473 

Anlilog PM= PM 

de los extractos 

GRÁFICA 6: CURVA PATRÓN DE Log PM CONTRA MOVILIDAD RELATIVA (Rf) 

CURVA PATRON OE Log PM CONTRA MOVILIDAD 
RELATrvA. 

º'"" O:WT 0673 o 735 

MOVILIDAD REt.ATrvA (Rt} 
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TABLA 7. RESULTADOS DEL PESO MOLECULAR DE LOS EXTRACTOS 
SEMIPURIFICADOS DE LIPASA FÚNGICA DEL Ponicillium roquoforti SEGÚN LA 
MOVILIDAD RELATIVA (Rf) QUE SE ALCANZÓ EN UN GEL DE 
POLIACRILAMIDAAL 12%. (SDS-PAGE 12%) 

EXTRACTO DISTANCIA DE Rf - dp/dt log PM Peso 
LAS BANDAS Molecular "' 
DE PROTEINA (PM= KDa) 

10 dios sm DO•laoón ldo=cn;'~,-- ----0-.-4·2--8---•----1-.9-0-2---+---7-9-. 7_9_9 __ __¡ 

~punf".cado con 
Dl.-~nol (3 bandas.) 
10 dlas s.an og1tactón 
semlpun,.fC.o">do con 

2.5 

~~~:~1~ª:'1~~-n<---~3~.-7---
S.OllT'Upunfoc.ado con 
ota~ 3 b."lndas 
13 dlas s..tn ag1l.3cltin 
scmipunf"icaóo con 

2.0 

o 510 1.792 61.944 

0.755 1.465 29.174 

---Ó~4o¡¡-- ---1-.~- --"'B4-=-. 7="2=3---i 

'"'~"-'i"-ª;;"'"",ec~~/ '~~~';;'~;;'-º~'~~·~...,"'~"-t---~3~.~7---ii---o~. 7~5~5~·- l---17.~4~6~5---- ~g-_-1_7_4 __ _ 
scmrpunf"icado con 

~~":!(~2~~":';:~1Q 
quilla poptooa 
c.a5-0ina • do><tro!><t) 

2.1 __ _ 
0.428 1.902 79.799 

~oopctado con 

~~~~~e-J""'~~~"~,;~"º~<>;:,~"~:~~·~~L)"'-"-l----2~.7---·l--~0~.~5~5~1---+---71~.7~3~7=---L~S~ 
quilla • pop!ona 
cnsolna • do><tro~'l) 
p<eclJ>ilado con 

~~;~~~~'º'4---4~.~2,---+---=o~.8=5~7---1---,1~.~3~2~9---f-----02~1-o-.~ 
qu1fta • peptona 
casoina • doxtro!.a) 
pl"CClpjtado con 
otanoJ 3 baodasl 
E•Uacto e.rudo do 
13 d1as (1 bandal 

3.7 0.755 1.465 29.174 

Donde. Rf - Movilidad relativa. y dl =D1stanoa total de hnción. en este caso dt = 4.9crn 
"' Obtenido al sustituir el valor de Rf en la ecuación para obtener el Peso r ... 101ccu1ar de 
los extractos enzimót1cos (ver sección 3.9.1 ). 
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Carril: 1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 

Flg. 14. Diagrama roprosontalivo do las bandas do protolnas do la llpasa del P. 
roquo,ortl on un gol de pollacrllamlda al 12•/. (SDS-PAGE 12•/e). 
El sc.ilIT!L1 contlono ol extracto crudo do 13 dias sin agitación; ol !;ilrrll 3 el extracto 
de 10 dias sin agitación y somlpurlflcado con etanol; ol carril 5 el modio (suero + 
mantoqullla + peptona casoina + dextrosa) precipitado con etanol; el ~ el 
extracto do 13 dlas sin agitación y somlpurlflcado con etanol y por último. on ol 
carrrll 10 los pesos molocularos (Sigma Chomlcal Co.) 

Como se observa en la figura anterior. se presenta una banda común entre 

el extracto crudo de 13 días (sin agitación) -carnl 1- , el extracto semipuro do 10 

dlas (sin agitación y prcc1p1tado cono etanol) -carril 3-. y el extracto semipuro de 

13 días (sin agitación y precipitado con etanol) -carril 7-, la cual no so encuentra 

en el medio scmipurificado (carnl 5). El extracto de 10 días (carril 3) presenta una 

banda que no corresponde ni al medio ni a los otros extractos. La banda común 

presente en los carriles 1.3 y 7 tiene un peso molecular de 29. 1 74 KDa. La que 

se supone corresponde a la lipasa. porque adornas coincide en la actividad 

enzimatica medida (ver sección 3.7). 
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-·~'-;.ITEGA 
So realizaron varias electroforesis en donde so colocaron las diferentes 

muestras de extractos do hpasns y los respectivos medios do control Se 

eliminaron los extractos de 13 y 19 dlas con ag1t~c16n y scmipunficndos con etanol 

y sulfato de amonio, asi corno los extractos cnz1m.;)ticos de 10.13 y 19 di as sm 

agitación pero scm1punficados con sulfato do amonio. debido a que las bandas 

que se pcrc1blan corn::?spondian a l:is del rned10 (Suero + rnantcqui\1;1 • dr.xtrosa + 

peptona cascina) prcc1p1t;ido con et;inol (par;,1 ev1tnr que las b01ndns de protcina 

no se apreciaran adecu;:idnmcnte) Por lo tanto. los extractos de 10 y 13 dlas sin 

agitación y sem1punfiec.-idos con etanol fueron los Unicos que presentaron bandas 

ajenas al medio control o a los extractos cnzm1:iticos crudos. Estn respuesta 

concuerda con los resultados obtenidos ~I haber detHrmtnado las proteína por el 

método de Bradford. en donde dichos extractos (10 y 13 dia!.i sin ag1tac16n y 

scmipurificados con etanol) presentan la rn3yor cnntadad de proteina (10.7 y 17 9 

rng respectivamente Vnr tabla 5). 

A partir de los datos expenm•.:!ntc::ilcs reportados en la tabla 7. se puede 

observar que el extracto enz1matico que pr!rrnancc1ó en cultivo durante 1 O dlas. 

sin agilac16n y que parn su sem1punf1cac1ón se trató con ~t.anol, pre5ontó una 

banda bien definida (d:fcrcnte a la del medio control) al reahzar la electroforesis en 

un gel de pol1acnlam1da al 12°/u. A dicha band<J le corresponde un peso molecular 

de 29.174 KDa. El extracto que permnncc10 durante 13 dias en cultivo. sin 

agitación y que se scmipunficó con etanol. asi como su extracto crudo {es decir, 

sin semipunficar pero bajo las mismas cond1c1oncs de tiempo).prcsentaron 

tamb1en una banda a la que le corrcspond..:! el m1sn10 peso molecular (29. 174 

KDa). pero dichas bandas no se aprecian con tanta claridad corno ocurre en el 

extracto de 10 dias. El medio control presenta una banda de peso molecular de 

21 .330 KDa que pos1blcrncntc corrcspond1cnte a I\ lactoglobuhnn de suero 

vacuno3 ,. pero no presenta la banda de peso molecular a 29 174 KDa. por lo que 

se concluye que esta Ultima presente en los otf"OS extractos pertenece a la hpasa. 

Tamio Mase 1~ (1994) determinó el peso molecular a una ltpasn extracclular del 

Pen;cillium roqueforti IAM 7268 encontrando que era de 2!:> KOa 
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CONCLUSIONES. 

'1 So logró alsfar la cepa del Ponicillium roquoforti a partir de un queso azul 

comercial. 

2 Se identificaron las caractorlsticas do la corm del Ponicillium roquoforti, mismas 

que coincidieron con lo reportado bibliograficamenre. 

3 El medio do cultivo elegido parn inducir la producción de l1pasas fue Suero do 

leche de qucsoria (94.0°/o). Dextrosa (•l.O'Yo), Peptona caseína (1 0°/o), Mantequilla 

(1 .0°/o) y Esporas de P. roqucforti (0.1°/o). 

4 Las condiciones obtenidas para la obtención do la lipasa a partir del Ponicdtiurn 

roquoforti fueron: Medio a base de suero {ver formultlc16n antonor} durante 10 

y/o 13 dias a temperatura ambiente y sin ng1tac1ón .. 1mpl1c<.indo que la µroducc1ón 

de la enzima so realiza en corto tiempo y il bajo precio, debido a que so usa corno 

materia prima un producto do desecho en las industrias lácrcas {suero) y no hay 

un costo extra por empico de encrgia eléctrica, debido a que no es necesario 

agitar el cultivo en Ja producción de lipasas. 

5 De un litro de medio para producir Jipasas. se obtuvo aproxrmadamcntc 15 gr. 

del extracto scmipurificado de 13 dias sm ag1tnc1ón y prcc1p1!ndo con etanol; y 

20ml aproximadamente en los extractos sem1punficados con sulfato de amonio 

6 Si hubo presencia de actividad enzimática en los extractos crudos do la lipasa 

ulilizando el medio de cultivo formulado siendo los extractos de 13 y 10 dtas {sin 

agitación) los que mayor cantidad de NaOH 0.02 N consumieron 
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7 Las condicionos óptimas para la actividad enzimática on los extractos do lipasa 

de 10 y 13 dfas sin agitación y somipurificados con etanol. asl como para el 

extracto crudo de 13 dlas fueron de pH 6 y temperaturas entro 25 y 300C. El 

extracto enzimático crudo de 13 dlas presentó mayor actividad cnzim~tica quo los 

extractos enzimáticos scmipurificados do 10 y 13 dfas. Por lo que so concluyo quo 

so debe estudiar con mayor detallo la forma do purificar Ja cn7ima 

8 Según el método do Bradford los extractos !iOmipuros de 13 y 10 dlas 

(precipitados con etanol y sin agitación) así como el extracto crudo de 13 dlas (srn 

agitación) presentaron la mayor c.:-:'lnl1dad de protcina (17.9 n1g. 10.7mg y 7.41rng 

rcspect1vamenlo). Para los dcm.3s extractos (scmipurificados con sulfato do 

amonio) se recomienda empicar otro método más sensible. 

9 Se presentó una banda de 29 174k0a en la electroforesis (SDS-PAGE 12º/o) 

p.arn los diferentes extractos enzimáticos (10 y 13 dlas somipurificados con etanol 

y sin agitación. asf como el extracto crudo de 13 dlas sin agitación) mismo que 

corresponde a la lipasa producida por el Pcnicillium roquoforti 
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ANEXO 1 

ELABORACIÓN DEL QUESO AZUL. 3 

1. PREPARACIÓN DE LA LECHE (8,00 A.M.) 

Separar de la leche cruda o bronca de cabra la mantequilla y la loche. 

Pastcunzar o calentar Ja leche por HTST (High tcrnpcraturc and short timo). 

enfriarla a 3o•c y bombearla hasta la cuba. (Tamb1ón la leche puedo usarse en su 

forma cruda, pero os más peligroso por l::i contamrnac1ón microbiana presente.) 

Opc1onalmcnte se puede blanquc<1r fa mantequilla incorporando peróxido 

de benzoilo en cant1dados legales pcrn11tidas y calentar a 145~F por 30 minutos. 

Homogeneizar fa mantequilla caricntc a 500 psi en un pnmcr paso y después a 

1000 psi en un segundo paso; cnfnarfa a una temperatura óptima (20"C) e 

incorporarfa en la cuba donde se cncuontra la leche La gran é.'Hca supcr11c1al 

creada por la homogcnc1zación aumenta la acción de las lipas3s. 

Agregar 0.5°/o de cultivos l.<.'lct1cos m1c1adorcs actfvos y perm1t1r una ligera 

ac1d1ficación duranle 30"'C por una hora. No se adiciona annato como colorante. 

pero si el blanqueo quim1co no se pmctica se puedo adicionar un poco de clorofila 

alcalina en solución o tinto verde grado alimenticio No 4. en cantidades suficientes 

para neutralizar el color amarillento ocasionado por la grasa. (1a2 onzas de 

clorofila poi" cada 1000 libras do leche). 

Después del penado de acidez, se agita y se ad1c1ona extracto de renina 

(72 mi por cada 1000 lb de leche entera). (Diluir previamente el extracto de rcnina 

1:40 con agua punficada). Mezclal" bien durante 3 mmutos, cubnl" la cuba y dejar 

en reposo. Una buena cuajada se debe formar en 30 minutos. 
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2. CORTADA DE LA CUAJADA. (10:00 A.M.) 

Cuando lil cuajada os firme, se corta en cubos con las cuchillas cstandar 

(5/8 de pulgada). 

3. COCCIÓN DE LA CUAJADA (10:15 A.M.) 

Dejar los cubos en reposo durante 5 minutos, dr.spuós agitar1os 

suavemente una vez cada 5 minutos: hastn que lil ilCidcz t1tulablc del suero no 

varlc en un 0.03ª/o (por CJcmplo de 0.11 a 0.14°,.~ de suero). La 3C1dcz máxima 

ocurro en aproximadamente una hora y durante este ticn1po la temperatura debe 

permanecer a 30"'C. Justo antes del drenado. se eleva la temperatura a 33.3"'C y 

se mantiene asl durante 2 min. Después.. rctir;ir pilr1C del suero que se libere. 

4. DRENADO DEL SIJERO (11 :15 A.M.) 

Colocar un filtro de n1élal en forma vert1cul '~" la pucrt::i de 5;::ihd;:i Empu1ar 

la cujada en el suero sobre l<1s parcdc~; de la cuba con un filstnllo Orenzir todo el 

suero y presionar gont1lmcnto sobre 13 cun1ad<:1 ,A.._1tcrnat1varnente ~e puede 

emplear un tubo c11indnco pcrlorüdo de acero inox1daUle dond~...!' ld mezcla de 

suero y cua1ada ~e bombea y ill pas<:lr se scp:-:tra el suero dr.! la CU3J.3da en forma 

continua. 

5. INOCULACION DE LAS ESPORAS DE Pcnlcllllurn roquefort;. (11 :30 A.M.) 

Mezclar a mano o empleando un difusor de sal seca por vibración 

electrónica 2 lb de sal en gr.:ino y 4 cucharadas soperas (1oz) de esporas de 

Ponicillium roquoforli en polvo por cada 100 lb de cua1ada. Agitar mecánica o 

manualmente la snl y el polvo sobre 1.1 cuo1ada durante 5 rn1n. L1pasns en polvo de 

grado alimcntic10 pueden ser introducidas en pequcf\as cantidndcs en esto etapa, 

para un desarrollo de sabor mas rilp1do 



6. INMERSIÓN DE LA CUA.JADA (11 :45 A.M.) 

Colocar la cuajada parcialmente salada o inoculadn sobre un molde circular 

para queso azul do acero inoxidable. Estos aros no tienen baso y ostán colocados 

sobre una mesa do bambu o red do nylon. Llenar los moldes hasta el topo; 

después no adicionar nada mas. 

7. MOLDEADO DE LA CUAJADA (12:00 P.M.) 

Girar los aros completamente c...-ida 1 5 mln. durilnlc las primeras dos ho,.as. 

Después. du,-anto el resto do la tarde solo dos veces más. ÜCJiHlos drenar toda la 

noche a temperatura ambiente (22-23"'C) no colocar ninguna presión sobro ellos. 

poro si colocar material que los proteja como papel o telas. 

B. SALADO FINAL (UN DIA DESPUÉS 8:00 A.M.) 

Con una ospatula remover los c--isi 2.5 k:;J do la cuajada de los aros. 

Golpear suavemente el molde do metal sobre una mesa para que el queso se 

libero. Colocar las ruedas de queso sobre una mesa o bolsa con sal en grano y 

cubrir las superficies libcr.ndamentc con sal. Ehrn1nar los excesos y colocar 

gentilmente las ruedas de queso sobre sus lados curvcados sobre unas repisas 

especiales de madera en un almacén a 15.6ºC y una humedad relativa de 85º/o 

Esto evita que las ruedas pierdan su forma original. 

Repetir este tipo de salado durante 5 dias (4 veces más). AJ final de este 

periodo, la superficie del queso sera muy dura. 

Alternativamente se pueden colocar las ruedas dentro de una salmuera al 

23o/o durante 24-48 hrs. Se secan y se salan las superficies deliberadamente 

durante 3 dJas. de esta manera el queso contendré) aproximadamente 4%, de sal. 



9. ENCERADO Y FORMACIÓN DE HOYOS CON PINCHADURAS (6 DIAS 

DESPUÉS, 9:00 A.M.) 

Ocspuós de 5 o 6 dlas do hnbor salado el queso y haberlo lavado. sumergir 

el queso limpio en una cuba o tina ;i temperatura baja. adicionarle cera amarilla 

quo se cncuontro a 76ºC por 7 segundos. ( En lugar de cera so puedo utihzar una 

pelfcula de plásllco Cryovac). Ren1over las ruedas do la tma y dejar que sequen, 

después, perforar las ruedas una por una. por los dos lados, puedo realizarse esto 

último con una perforadora mecánica con múltiple cantidad de agujas con el fin de 

realizar 54 hoyos do un solo golpe y penetrar hasta el fondo del queso. No hacer 

los hoyos muy gruesos. 

10. CURADO O MADURACIÓN (6 - B DIAS DESPUÉS, 9:00 A.M.) 

Colocar las ruedas de queso enceradas en unas cunas o repisas 

especiales de madera. evitando quo se resbalen y sobro ros lados curvcados, 

dentro de un almacón. óste dchcn~ mantener una humedad relativa de 95º/o y unu 

temperatura de 10 a 11ºC. Dejar las ruedas de queso durante 60 ó 120 diás, 

hasta que el moho crezca completamente, generalmente en 10 dias inicia su 

crecimiento. 

11. LIMPIADO Y ALMACENADO (36-120 DIAS DESPUÉS) 

Finalmente. hmpiar las ruedas de queso, secarlas y cubrirlas con papel 

aluminio o pcHcula plástica y mantener en refrigeración a 2.2ºC. Continuar la 

maduración o distribuir. 

El queso mantenido bajo refrigeración y un buen empaque. puede 

permanecer en buenas condiciones por más de dos meses. Se debe consumir a 

7-10 ·e en porciones pequer'\as o desmoronarle. para su mejor percepción de 

sabores. 
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ANEXO 2 
NORMA DE CALIDAD PARA EL QUESO DANABLU,. 

1.- NOMBRE DEL PRODUCTO 
Queso danablu 

2.- OS.JETO DE LA NORMA. 
Definir- aquellas cond1c1ones y caracterist1c.as que debe reunir ul prOducto para 

su adecuada comcrc1allzac16n (.!tl el rncrC.-idO nacional. 

3.- ÁMBITO DE LA APLICACIÓN. 
La presente norma se ap/IC<.,rá al QUC!>O de leche de vaca denominado 
00Danablu"', que habr.;'t de cumpfrr con Jos rcqu1s1tos cstableodos en esta 

norma. 

4.- DESCRIPCIÓN DEL PRODUCTO. 
4.1 Tipo: scm1blando a blando 
4.2. Formas: 

4.2. 1 Cilindnca. 
4.2.2. Prismtlit1ca de baso cuadrada. 
4 .2 .3. Pnsmatica de base rectangular. 

4.3. Dimensiones: 
4.3. 1. Los de forrna c1llndr1ca tendro')n 20 CTn de d1tlmctro. 
aprox1m:-idamf'!nte 
4.3.2. Los de rorn1a prrsm:.it.ca de base cuadrada tendrán una 
fong1tud y una anchura de 21 cm. ¿,prox1madamcnte. 
4.3.3. Los de forma pnsmátlca de base rectangular tendrán una 

longitud y una anchura apro:iomadarnentc de 30 cn1 y 12 cm. 
respect1varnenle. 
4.4. Pesos: 

4.4.1. Los de forma etlindnc."l. de 2750 a 3250 gr 
4.4.2. Los de forma pnsmát1ca 4000 gr aproximadamente. 

4.5. Corteza 
4.5.1 Consistencia el queso -oanablu- no tiene en realidad 

corteza alguna. sino una supcrlic1e sem1blanda 
4.5.2. Aspecto grasiento a seco 
4.5.3 Color blancuzco 

4.6. Pasta: 
4.6. 1 Tc)(tura fac1I de cortar y untar 
4.6.2 Color. blanco. con velas azule5.·verdcs mohosas. 

4.7. 01os: 
4.7.1 Números· escasos. 
4.7.2. Fonna: aguJeros y grietas irregulares 
4. 7.3. Tamat'io: variable 
4. 7.4. Aspecto: mohoso. 
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4.8. Otras caractorlsticas: So recomienda quo or queso '"Danablu'" no se 
consuma hasta que no longa. por lo menos. sois semanas do m.aduraCl6n. 
para que haya alcanzado tOd .. -is !;Us car~c1crlshca!; organolóphcas. 

5.- PROCESO DE FABRICACIÓN. 
5.1. Coagulación: por cuajo u otras enzimas coagulantes ::iulonzados. 
5.2 Tratamiento tórmico: Ninguno. o so calienta hgoramcntc fa cunJada 
despuós do la cortada. 
5.3. Fcrmontación: por <'.ld1c1ón de fermentos lácticos 
5.4. Maduración: se taladra con agujn!;. para fomento::1r el des;urollo de 
Jos hongos. Se almacena húmedo. a una tomporatura que o~cl/a de 2 a 
12·c. 
5.5. Salado: Se sala en soco. 

6. FACTORES ESENCIALES DE COMPOSICIÓN Y CALIDAD. 
6. 1 Materias primas: leche de vaca pnsteunzadei 
6.2. Materia grasff Un mirnmo dnl 50 % en el extracto seco 
6.3. Humedad: un máximo del 47'!-Q 

7. ADICIONES. 
7.1. Necesarias: 

7.1. 1 Cultivos de bactcn.3s inocuas productoras de ácido lácltco 
(fermentos lácticos). 
7.1.2. Mohos caractcrist1cos do la v.anednd (Pc-nicill1urn 
roquofort1). 
7.1.3. Cuajos u otras enzimas coagulantes nutonzac1os. 

7.2. Facultativas· 

8.- HIGIENE. 

7.2.1. Cloruro sódico: un m<~x1rno do 200 rng/kg de: leche. 
7.2.2. Nitrato de sodio y potasio un máximo de 200 mg/kg de 
leche. 
7.2.3. Agua. 

El tratamiento de le leche. la fabnc.::ic1ón. maduración y manipulación del 

producto se harán de modo QUC quede pcrfcctamenlc garantizado el 

cumplimiento de las d1spos1c1ones san1t..""lrias v1gentns. y lil h1g1eno del 

producto. 

9. ETIQUETADO Y MARCADO. 
Cada pieza hsta para el consumo 1rá deb1Carncnle etiquetada y marcada. con 

caracteres bien v1s1blcs e 1ndclcbles. con las s1gu1cntes 1nd1c..-¡c1oncs 

a)"'Danab/u"'. 

b) Cuando se tmtc de quesos importados, el nombre del t.:ibric;Jnlc y el del país 

productor. 

e) En Jos quesos de fabncación nacional. el nombre: y l..i dirección de l.u: cnhdad 

productora. su numero de registro en la Oirccc1ón General de Sanidad y el lugar de 

fabricación. 



ANEX03 
DETERMINACIÓN DE PROTEINA POR EL MÉTODO DE BRADFORD. 

1 FUNDAMENTOS D,EJ.. MÉTOD_Q_~EAO.EQRP PARA DETERMINAR 
!dlliIJDAD DE PROTl;J~~S~ 

Debido a quo ol contenido do protolna os ol punto de roforcncia más 

importante para la determinación de la actividad ospoclfica do una preparación 

onzimtit1ca. existen diversos métodos p.:ira determinarla. El empicado en este 

caso es el mótodo de Bradford o T1nción do Protclnas. quo so basa en la 

absorción máxima del Azul brillante de Coomassic G250 entro 465 a 595 nm, lo 

cual ocurre cuando se hnn tcri1do las protoinas. 11 

;z. REACTIVO RJ;_l3RAPE_ORD PARIL ... Q_l;;I_ERM~.l'-.B_W\ CANTIPAD DE 

pROTEINAS. 

100 mg Azul Bnllante do Coomassic G250 

50 mi Etanol 95°/o w/v 

100 mi H;?PO, (ácido fosfónco ) 85°/u w/v 

llevar a 1 lt con agua destilada. Conservar en frasco ámbar a temperatura 

ambiento. 

3 CURVA PATRÓN 
Albúmina bovina al 1 °/o (1g/100ml) 

Tubo Albúmina Agua destilada 

0.1 mi 0.9ml 

2 0.2 mi 0.8ml + 5 mi del reactivo de Bradford 

3 0.4 mi 0.6ml agitar. incubar a Temperatura 

4 0.6ml 0.4 mi ambiente y leer a 595 nm de 

5 o.ami 0.2ml absorbancia en un especto-

6 1.0ml 0.0ml fotómetro (/'~). 

Blanco O.O mi 1.0 mi 
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TABLA 8: RESULTADOS DE LONGITUD DE ONDA vs. CANTIDAD DE PROTEINA 
CURVA PATRON 

ALBUMINA 1 o/u {mi) C~1nt1d.ad de Protclna (m91-.t.!.1 Lonmtud do onda (~d-
0. 1 1 274 
o 2 2 280 
0.4 4 298 
0.6 6 312 
0.8 8 31~8~---

'-----1.'-'0.0,___ _______ - ==----=======-_19=---=======--L____. __ ~_3_2~7----~ 

Análisis de Regresión Lineal· 

b: 270.45 (>.) 

m= 6008.21 (:Umg) 

'""'0.9849 

Ecuación para obtener la cantidad de proteina de los extractos: 

Cantidad de protcina (mg) = _J.~_W__rn__Q.QJQ.ngítud de onda p l - 270 45 p.l 

6008.21 ('J mg) 

GRÁFICA 7: CURVA PATRÓN DE LA DETERMINACIÓN DE PROTEINAS POR 
EL MEOTODO DE BRADFORD. 

CURVA PATRON PARA LA DETERMINACIÓN 
DE PROTEINA METODO BRAOFORD. 

Canttd-' de Pro4~1na (mg). 
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ANEX04. 
FUNDAMENTOS, REACTIVOS Y METODOLOGIA PARA REALIZAR 

ELECTROFORESIS. 

1.-FUNDAMENTOS. 

La electroforesis so basa s1mplomcnto en la acclcracJón do las particulas 

cargadas en un campo clóctnco. a las que se opone la tncc1ón debida al pa50 de ras 

partlculas a travós del medio Que las rOdca. de n1odo que so mueven a una velocidad 

constante proporcional a su c.._,rga. Los cationes so mueven hacia el cátodo :y· los aniones 

hacia el ánodo. El paso de corriente a través de una solución viene dcscnlo por la rey de 

Ohm: V= (R)(I). donde V es el voltaje. R la rcs1stcnc1a e 1 es la mtcns1dad de corriente y 

en la práctica so prOd'ucc un aumento de la intensidad aumentando el volt.:lJe Como los 

iones transportan la corncnte. la rn1grac1ón aurncntar.:'I al aumentar su 1nlcns1dad 30 

El calor producido. que depende del volfilJC aplicado. puede OC..""ls1onar una serie 

de efectos indeseables tanto en ln!i. técnicas ~nalitica~ con10 t:"n las prcparallvas 

a) Cambios en Ja densidad. que producen corncntes de convección 

b) Disminución do la v1scos1d.:ld, que hace que aumente la dlfus16n. afe.::tLJndo al peder de 

resolución. 

e) Aumento de Ja conduct1v1dad, aunque c~to sD puede ev1t.LJr ulll1zando un.:i fuente de 

poder que funcione a una 1ntens1dad constante 

d) La cvaporaoón de compuestos vol.).tllcs puede hacer que cambie el pH. la fuerza 

iónica y la conductividad. y también puede dar lugar él un nu10 de agua desdo los 

electrodos. produciendo una acumulac1ón de sales cerca del centro del campo elCctnco. 

e) Dcsnaluralización de las enzimas termolabiles :m 

En general. las soluciones con fuerza 1ón1ca alta provocan fa d1sminuc10n de la 

movilidad comparadas con las de fuerza 10mca baja. aunque las pnmcras dan b.tindas o 

zonas más discretas El pH tiene un efecto dramt.ltico en la mov1l+dad de l.:ls enzimas en 

un campo eléctrico. Las prcleinas son zw1ttenómc...""lS y por tanto existen en 1res fo,.mas 

i6n1cas. dcpend1enlcs del punto 1soeléct1co (pi) de la prcleina y del pH de la solución. Una 

protclna a un pH igual al pi debcra se,. cléctncamcnlc neutra (NH 3° RCOO-) y no migrara 

en un campo eléctrico. Sr el medio es ac1do respcc10 a su pi. la proteína cstara cargada 

positivamente (NH3"RCOOH) y es bas1co estará cargada ncgatrvnmentc 

(NH2 RC00").30 
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Do esta rnanora. ta tócnic.a olectroforótica, O>Cplota tas diferencia en los valores de 

pi de las protelnas. Corno modio do sostén so emplea el gel de poliacrilamida o agarosa 

gelificada en forma de cilindro o placa. En un principio, el gol se prepara en una solución 

que contiene una mezcla do sustancias do ba)o peso molecular llamadas anfohtos. Al 

aplicar voltaje. los diferentes matcnalcs anfollticos migran do tal modo que forman un 

gradiente hncal de pH a lo largo del gel. Luogo se aplica la muestra de protclnas en la 

parte supcnor del gel y se vuelve a aphcar voltaje Conforme las protcinas migran en el 

gel. cada una va encontrando un modio de pH cambiante. de rnodo Que ocurre una 

titulación conforme va cambiando la carga nota do cada protclna al pasar dicha protolna 

do una posiC16n a otra con d1st1nto pH en el gol Esa titulación ocurre hasta que cada 

protelna llega a una posición de pH en la que la proteina queda Mulada en su punto 

isoeléctrico. Corno en dicho punto no hay carga pos1t111a o negativa. la protelna deja de 

moverse. El resultado es la concentración do cada protclna do la mezcla ong1nal en una 

banda muy bien definida. Para una banda de una enzima o proteina.. so puedo 

determinar su peso molecular (en el c..,so Que se desconozca). con un pat1"6n de pesos 

moleculares. 2 , 

2.- REACTIVOS17: 

Al Monómero de AcnlpmidafB1s C30% T 2 67%Cl 

29.2 g Acfilamida 

4.0 g N'N"-B1s rnetilcn-acnlamida 

100 mi Agua destilada. 

Filtrar y almacenar a 4•c en obscundad (30 dias como m3>C1rno)(Mancjal" con 

guantes). 

bl Buffer Tns-HCI 1 SM pH 8.8 

18.15g Tns base. 

Aprox. 50 mi de agua destilada. Ajustar el pH 8.8 con HCI 1N. Llevar a 100 mi con 

agua destilada, filtrar y almacenar a 4•c. 

el Buffer Tris-HC! O SM nH 6 8 

6.0 g Tns base 

Aprox. 50 mi de agua destilada. Ajustar el pH 6.8 con HCI 1N. Llevar a 100 mi con 

agua destilada, filtrar y almacenar a 4•c. 

dl SOS <Qodecilsulfato de sodio> 10º/q 

Disolver 10g de ADA en 30 mi de agua destilada con suave ag1taC16n. llevar a 100 

mi con agua destilada. Filtrar y guardar a temperatura ambiente. 
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e> persulfato do Amonio pi 1Qo/., Fresco. (Preparar 1 mi cada voz que so corre la 

olectrororcsis). 

D...I.EME.D (N'N"N" To1ramct1lcl1Jund1amina). Conservado on roírigcración. 

~ 
h> Solución d1goslora· (conservar a lornpcrafura amb1onfo) 

3.8 mi de agu¡¡ destilada 

1.0 mi de Buffer tns-HCI O 5M pH 6.8 

0.8 mi de Glicerol. 

1.6 mi de SOS 10% 

O 4 mi de 2 P-mcrcaptoetanol 

O 4 mi de azul de bromofcnoJ O 05°/o (WN). 

o Buffer de commu:oto pH 8 3 (d1lu1do, listo para usarse). 

3.0 g Tris base. 

14.4 g Ghona 

1.0g sos 
Llevar a un litro con agua deslllada. filtrar y conservar a temperatura ambiente. No 

ajustar el pH con ac1dos o bases 

U Solución TeQ1dora m;tdrc 

19 de azul de coomassm R250 

Llevar a 100 mi con agua destilada 

kl Solugón Te01dora 

62.5 mi de Solución tcr11dora madre. 

250.0 mi de Metanol 

50.0 mi de Áodo acClico 

137.5 mi de Agua desfilada 

1) Soluo6n deste01dora Uno 

250.0 mi de Metano! 

50.0 mi de Aodo acético 

200 O mi de Agua destilada. 

m> Sgfución destcrudora Dos 

25.0 mi de Metano! 

35.0 mi de Ácido acético. 

440.0 mi de Agua destilada. 
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nl Solycióo oara d~~~,~~!.. 

Ghccrol al So/o vtv 

3.- PREPARACIÓN DE GELES 

~U~Q!Jkª-SÍQ! 4% Tns 0.125 M pH 6.8 

6. 1 mi de Agua dcstdada 

2.5 mi de Buffer Tns-HCI O SM pH 6.8 

O 1 mi de SDS 10'%, 

1 .3 n1I de Monómero de Acrd<Jrn1da-81s 

O 05 rnl do PersolfiltO de amonio• fresco 10% 

0.005 mi de TE,. .. 1Eo· 

Total de manórncro5 10 mi 

bb) Gel S0Qs.lli"'!9°Q[ Tris o 375 M pH 8 8 

Tabla 9. Relación do c.'.Jnt1dnd de rci1Cl1vos necesarios para preparar gP.lcs de 

----~-~~nlan'!_i~'_!_c._n. d1fc._r_cntcs_Eonccntrac1ones PAGE;'lt±_ 
Reactivo 175% PAGE 10% PAGE 12o/u PAGE 15% PAGE 

Agua dcst11ad.;-------¡-485CJrñ1 -:fo 10 mi ~11~50 mi 
Buffer Tns-HCI PJT88- ---- -25-oo mi 2!:i.OO mi 25 o0"11_J_25 00 mi 

so~-----·--------------- --1-oon~1¡-1oomi- 1 oorni~- 1 oom1 

Monómcro de Acn1am1d<~~Bl~~--2~~~0-m~-=-r-33-4Qrnl _::.:' oo~~~- 50.00 mi 

Pc~lo de-~~~~~~º,;,~ ¡ ~ 50 mi J __ º_~~~r ~o mi·- -~ 50 mi 
TEMED• -¡-- O 05 mi¡ O 05 mi O 05 mi O 05 mi 

Total dt'.! monO"iTICiOs--~O()'rnll--:¡-Q(f()rTIJ ~rñl loo o mi 

• Ad1c.ion.arlos--;nomcnt0$~s de .;crte-;:·e~1 equipo Rsandw1ChR para clahor;:ic1ón de 

geles 

de electroforcs1s 

4. PREPARACtÓN DE MUESTRAS: 

La5 muestras de cn71mas o proleinas. se pueden cn1ple.'.lr de dos formas 

d•gcndas o no d•gí!nd:ls A las muestras no d1gcnd.:.is se les ad1c1ona 9!1cerol ( 1·1} Para 

las muestras a digerir. ~n uflhz.a la ~oluc16n d1geslora (h) en relación 1 1. poslenormcntc 

las muestras se co!oc.'.ln en baño n1aría, a 90·c durante 1 O minutos Las muestras 

estarán listas para colocarlas 1~n ros c.:irnlcs corrcspond1entes del gel de acr1lam1da. 
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S. PASOS A SEGUIR PARA EL USO DEL EQUIPO DE ELECTROFORESIS17• 

1) Lavar ol equipo do cloclroforosis con agua doslilada 

2) Sobre una superficie lisa. armar el equipo '"s..'lndwich"" de olcctroforcs1s. scgUn las 
Instrucciones do la companla manufacturera. (Eslo equipo es en donde so prepara el gel 
do acrilamida). 

3) Adicionar al ""sandwich'" la solución del gel 5cparador y permitir que gelif1Que. 

4) Adicionar al '"sandwich'" la soluoón del gel concentrador. cotoc..ar el peine (que formar:. 
los carriles) en la parte supcnor del sandwich. hacaendo contacto con el gel. y permitir que 
gelifiquc. 

5) Montar el ""sandwich'" (con los geles formados) en el cQu1po de clcctrofores1s, 
adicionar buffer de cornm1onto (1) en la c..""'lmara alta del equipo 

6) Colocar- suavemente las muestras de enzima o protclna (digeridas o sin digerir) en los 
camios conespondicntes 

7) En la cámara infcnor- del equipo de electrofcrcs1s. verter buffer de co,.nm1cnto (•) 

8) Colocar el tinado y e.atado correspondientes y conectar1os a una fuente de poder 

9) Empicar el sistema de refngcracsón. para cv1lar quo el gel se rompa 

10) Al término del !lempo correspondiente. en el cual las protcinas '"corneron'" en el gel 
desconectar la fuente de poder. desarmar el equipo y abnr con cuidado el '"sandwich ... de 
tal fonna que el gel no se rompa 

11) Colocar el gel en la soluaón tcnidora (k) durante 24 hrs . si es posible con agitación 
constante.(ver- tambión tinaón con nitrato de plata) 

12) Al recipiente con el gel, cambiarte la solución tct'udora por la solución destcr''udora uno 
(1) de 4 a 6 hrs. 

13) Sustituir la solución ten1dora uno por la dos (m). dejar reposar durante 6 hrs y 
guardar en r-efr-igcrac16n en agua destilada o dcsec;:ir el gel 

14) Colocar los geles en un recipiente de v1dno con la soluc16n desecadora de glicerol (n). 

recortar 2 rectñngulos (ligeramente mayores al tamar"lo del gel) de cclof~n dulce y 

colocarlos en la misma solución. dcJar- reposar los geles y el celof.'.'.ln durante 12 horas. 

Sobre un vidno liso y seco colocar un rectángulo de celof3n. sobre el colocar el gel y de 

nuevo otro pedazo de celofán, sujetar con mask1n-tapc y de1ar deshidratar durante 48 

horas. 



6.- TINCIÓN DE GELES DE ELECTROFORESIS CON NITRATO DE PLATA. 
REACTIVOS: 

1) Soluoón r11adora do protclnas: Mctanol al 50% v/v +Ácido acótJco ni 10% 

2)100 mi de Hidróxido de Sodio (NaOH) O 1M + 20 mi de Hidróxido de Amonio (NH .. OH) 
en ag1tac16n constnntc. 

3)01lu1r 4g do Nitrato de Plata (AgN0 3 ) disueltos en 20 mi do Agua dcsionizada fria. 

4)Soluc16n tcn1dora de pl<tta· Adicionar a la soluoón de Hidróxido do Sodio o Hidróxido de 
Amomo la soluoón de Nitrato de Plata lentamente y con agitación constanto. t.."lmb1én so 
adioona 300 rnl do agua dcs1onizada fria (NOTA: Al termino do mezciar ambas 
soluciones debe quedar una soluc16n transparente. si so forman prcop1tados color pardo 
o marrón ad1c1onar mas cantJdad do H1dróx1do de Amonio hasta que dicha prcopstación 
se elimine) 

5) Solución l"Ovolndora· Disolver 50 rng de ñc1do citnco en 500 mi de agua dcs1on1zada, 
ad1oonar 1 mi de formaldchido y nforar a un htro 

6) Soluoón catalizadora. paril controlar la reacción Hacer una mc.zclil de lsopropanol al 
25°/o con ácido acóhco al 7°/o 

NOTA· Eslas cantidades y t1en1pos cstan SUJClos a "'pueba y error·. según el método y 
concentraoón empleada en la claborac16n de los geles de clcctrofores1s 

PROCEDIMIENTO 

1.- Después de separar el gel del equipo de electroforesis (Ver 5. 1 O) colocar el gel en la 
soluoón fijadora de protclnas (6. 1) durante una hora. Eliminar la soluoón fijadora y 
reahzar tres lavados con agua des1onizada Cilda uno de 1 O minutos. 

2.- AJ gel prev~rncntc -1avado- se le ad1caona la solución tet\idora de plata (6.4) y dejar en 
ag1tao6n durante 20 minutos aproximadamente. 

3.- Tirar la solución te,,1dora de plata y realizar cuatro lavados con 500 mi de agua 
desiontzada durante 1 O minutos cada uno. 

4.- Adioonar al gel la solución reveladora (6 5) y agitar hasta que las bandas de proteína 
se observen ciaramcnte. para impedir que la reacción continúe agregar la soluoón 
catalizadora (6.6). 

5.- Desecar el gel como se indica en la sección 5.14 (de este anexo). 
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