woammeeeiasy UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
- DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES “CUAUTITLAN®

1 “DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
LIPASA FUNGICA EXTRACELULAR OBTENIDA DEL

Penicillium roqueforti”

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
INGENIERA EN ALIMENTOS
P L] € S E N T A :

MARISELA NATZIDIELI ARAGON CALDERAS

ASESORES: Q.F.B. SUSANA PATRICIA MIRANDA CASTRO.
1.8.Q. FRANCISCO MONTIEL SOSA.

CUAUTITLAN IZCALLI, EDO. DE MEXICO

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

1997




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



FACLE TAD D1 FESTUDROS SURERIORES CUOALTTTLAN
UNIDAD DF 1A ADKINISIRALION FSCOLAR
KUAMINTO L U XAMENE S RO ESLONALY'S

R N I T N X 2R ¥ THE WELN

JAITHE FELIFR TR
e A 185 Cinaat ) T sl 2
N L

LR
Cacteed Taon
© Namgeaescs

At Peelelegee »
[sTRY SN Y IIRT LT

F o ofe erealteos doe ta ! P L
v o1 e Fese,oo noaortey ol for A eeneegeennh,
grese ma U aanede, c apries seiv > - Lt
O Teemiaacicn U Ta Lt iviied vesinddt dene e L Figasa {ongca L )
Cataace ol Ollengida Pooerre 1 1) saap sontunfor ta™, - .
ThaoL e Yo STt eiddiel i AraaTa Caliloe e,

ER LTS BT
RN BN B

1 Y TS LTSRN}

LY SFRIV R TETAREY

Tedenca t €fece caracdey ltawr ST Yag ittt qvafie: Visa st l PG ks PR
[RE FRICITTE N AT R IR IO B SR TR PRV N Y S s ] it . .
AP ARSI VTD B ED BT SE Y FE O S

e T LN T AR ros

e Ml bnsn § [ B -

i ubre i

Cassect at vy T ol 0. [N

(RSt WIS T

YeNT AL,
T RETAKIO . .

e L RI-R Sntt K e i, Ta. .

L LRSSt ® ISP I RS B AN SR D B

AW, Gt VAr. oL



DEDICO ESTA TESIS A:

MIS PADRES:
GILBERTO ARAGON LUNA Y
MA. CELIA CALDERAS JIMENEZ.

Ml HERMANA Y SOBRINA:
AMERICA E. ARAGON CALDERAS Y
ANA PAULINA MENDOZA ARAGON.

A LAS FAMILIAS:
ARAGON LUNA,
CALDERAS JIMENEZ Y
CHAGOYA ARZATE.

A MIS ASESORES DE TESIS:

QFB. S. PATRICIA MIRANDA CASTRO.
1IBQ. FRANCISCO MONTIEL SOSA.

A MIS AMIGOS:

DALIA N. BRAVO COVARRUBIAS .
LUCIA BALMOR! CONSUEGRA Y
OSCAR VAZQUEZ GARDUNO.

Y MUY ESPECIALMENTE A Ml NOVIO:
ICARO O. CHAGOYA ARZATE

A TODOS USTEDES MIL GRACIAS FOR SU AMOR, SABIDURIA, CONFIANZA,

APOYO, COMPRENSION Y LEALTAD.

GRACIAS DIOS MiIO POR HABERME

DADO LA OPORTINUDAD DE VIVIR

Y DE HABER ALCANZADO UNA DE
MIS METAS.




fNDICE

INTRODUCCION

OBJETIVOS

CUADRO METODOLOGICO

1. GENERALIDADES.

1.1 HISTORIA DEL QUESO.

1.2 DEFINICION DEL QUESO.

1.3 CLASIFICACION DE QUESOS.

1.4 FABRICACION DE QUESOS.

1.5 DEFECTOS EN EL QUESO PROCESADO.

1.6 DEFINICION Y USOS DE QUESOS
MODIFICADOS ENZIMATICAMENTE.

1.7 QUESOS AZULES: CARACTERISTICAS
Y ELABORACION

1.8 COMPOSICION QUIMICA DE LOS QUESOS AZULES.

1.9 DEFECTOS DE LOS QUESOS AZINLES.

1.10. CARACTERISTICAS DEL Penicilium roqueforti

1.11 LIPASAS.

1.12 CAMBIOS BIOQUIMICOS Y ORGANOLEPTICOS
OCASIONADOS POR LIPASAS DURANTE LA
MADURACION DEL QUESO AZUL.

1.13 ACTIVIDAD ENZIMATICA.

17

22

23

26

33

35
38

a3
a9



2. METODOLOGIA.
2.1 OBTENCION DE LA CEPA DEL Penicillium roqueforti.
2.2 IDENTIFICACION DE LA CEPA DEL Penicilliurm roqueforti

2.3 FORMULACION DEL MED!O DE CULTIVO
PARA LA INDUCCION DE LA PRODUCCION DE LIPASAS.

2.4 CULTIVO DE LA CEPA DE Pericihum roqueforti
EN EL MEDIO SELECCIONADO PARA LA
PRODUCCION DE LIPASAS

2.5 EXTRACCION Y SEMIPURIFICACION
DE LA LIPASA DEL Penicillium roqueforti .

2.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA EN LOS EXTRACTOS CRUDOS DE
LA LIPASA DEL Penicillium roquaeforti

2.7 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LOS EXTRACTOS DE LA
LIPASA DEL Peornucillium roqueforti A DIFERENTES
CONDICIONES DE pH. TEMPERATURA Y TIEMPO.

2.8 MEDICION DE LA CANTIDAD DE PROTEINA
EN LOS EXTRACTOS SEMIPUROS DE LA LIPASA.

2.9 DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR
DE LA LIPASA (ELECTROFORESIS SDS-PAGE 12%).
3. RESULTADOS Y DISCUSION.
3.1 OBTENCION DE A CEPA DEL Penicilium roqueforti.
3.2 IDENTIFICACION DE LA CEPA DEL Penicillium roqueforti.

3.3 FORMULACI!ON DEL MEDIO DE CULTIVO INDUCTOR
PARA LA PRODUCCION DE LIPASAS.

3.4 CULTIVO DE LIPASAS DEL Penicilliurm roqueforti.

3.5 EXTRACCION Y SEMIPURIFICACION DE LAS
LIPASAS DEL Penicilliurm roqueforti.

57
57
57

57

59

60

63

G5

66
66

66

66
67

67



3.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
DEL EXTRACTO CRUDO DE LA LIPASA.

3.7 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
DE LOS EXTRACTOS A DIFERENTES CONDICIONES
DE pH, TEMPERATURA Y TIEMPO.

3.8 MEDICION DE LA CANTIDAD DE PROTEINA
EN LOS EXTRACTOS SEMIPURQS DE LA LIPASA.

3.9 PESO MOLECULAR DE LA LIPASA DEL P. roquaforti.
CONCLUSIONES.

ANEXO 1: ELABORACION DEL QUESO AZUL.

ANEXO 2: NORMA DE CALIDAD PARA ELL QUESO AZUL.

ANEXO 3: DETERMINACION DE PROTEINA POR EL
METODO DE BRADFORD.

ANEXO 4: FUNDAMENTOS, REACTIVOS Y
METODOLOGIA PARA REALIZAR
ELECTROFORESIS.

BIBLIOGRAFIA

68

69

74
75
80
a8z
86

90
96

vi



INDICE DE FIGURAS, TABLAS Y GRAFICAS.

FIGURAS

1. PRODUCCION DE METIL CETONAS Y ALCOHOLES
SECUNDARIOS DE ACIDOS GRASOS LIBRES
PRODUCIDOS POR Pericilliurm roquoforti

2. ESQUEMA DEL Penicillium roqueforti

3. METABOLISMO DE LOS ACIDOS GRASOS POR

EL P. roqueforti COMO OCURRE EN EL QUESO AZUL
4. TIPOS DE REACCIONES CATALIZADAS POR

LAS LIPASAS.

5. REPRESENTACION GRAFICA DEL COMPORTAMIENTO
CINETICO OBSERVADO EN ENZIMAS QUE OBEDECEN
AL MODELO DE MICHAELIS-MENTEN

6. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN UNA REACCION
CATALIZADA POR ENZIMAS

7. EFECTO DEL pH EN UNA REACCION CATALIZADA
POR ENZIMAS.

8. REPRESENTACION GRAFICA DE LA ECUACION DE
LINEAWEAVER-BURK.

9. REPRESENTACION GRAFICA DE LA ECUACION DE
EADIE-HOFSTEE.

10. REPRESENTACION GRAFICA DE LA ECUACION DE
HANES.

11. INHIBICION POR EXCESO DE SUSTRATO EN LAS
REPRESENTACIONES DEL MODELO DE MICHAELIS-
MENTEN Y LINEAWEAVER-BURK

12. DESVIACION DE LA CINETICA DE
MICHAELIS-MENTEN POR UN FENOMENO
DE “ACTIVACION POR SUSTRATO".

24
37

47

48

52

53

53

53

55



13. PRINCIPALES MECANISMOS DE
INHIBICION Y MODIFICACIONES A LA
REPRESENTACION GRAFICA DE
LINEAWEVER-BURK.

14. DIAGRAMA REPRESENTATIVO DE LAS

BANDAS DE PROTEINAS DE LA LIPASA DEL
P. roqueforti EN UN GEL DE POLIACRILAMIDA

AL 12%.

TABLAS
1. DEFECTOS EN LOS QUESOS PROCESADOS.

2. PROMEDIO DE COMPOSICION QUIMICA DE
LOS PRINCIPALES QUESOS AZULES.

3. LIBERACION SELECTIVA DE ACIDOS GRASOS
LIBRES DE LA CREMA

4. RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LOS DIFERENTES
EXTRACTOS CRUDOS pH 9 Y 35°C.

5. RESULTADOS DE LA LONGITUD DE ONDA
SEGUN LA CANTIDAD DE PROTEINA PRESENTE
EN LOS EXTRACTOS SEMIPUROS DE LIPASA
FUNGICA DEL P. roqueforti.

6. RESULTADOS DE LOG DE PESO MOLECULAR
DE ENZIMAS CONOCIDAS (PATRON DE REFERENCIA)
CONTRA LA MOVILIDAD RELATIVA DE LAS
PROTEINAS (Rf).

7. RESULTADOS DEL PESO MOLECULAR DE LOS
EXTRACTOS SEMIPUROS DE LIPASA FUNGICA

DEL P. roqueforti SEGUN LA MOVILIDAD RELATIVA

(Rf) QUE SE ALCANZO EN UN GEL DE ELECTROFORESIS

AL 12% (SDS-PAGE 12%).
8. RESULTADOS DE LONGITUD DE ONDA CONTRA
CANTIDAD DE PROTEINA. (CURVA PATRON)

9. RELACION DE CANTIDAD DE REACTIVOS NECESARIOS
PARA PREPARAR GELES DE POLIACRILAMIDA A
DIFERENTES CONCENTRACIONES

78

23

33

41

68

74

75

77

89

a3

wlii



GRAFICAS

1. NaOH 0.02n CONSUMIDO vs. TIEMPO PARA LOS
DIFERENTES EXTRACTOS CRUDOS DE LIPASAS
(pH 9 ¥ 35°C).

2. NaOH 0.02N CONSUMIDO vs. TIEMPO PARA EL
EXTRACTO DE 13 DIAS SEMIPURO (PRECIPITADO
CON ETANOL).

3. NaOH 0.02N CONSUMIDO vs. TIEMPO PARA EL
EXTRACTO CRUDO DE 13 DIAS.

4. NaOH 0.02N CONSUMIDO vs. TIEMPO PARA EL
EXTRACTO DE 10 DIAS SEMIPURO (PRECIPITADO
CON ETANOL).

5. NaOH CONSUMIDO vs. TIEMPO PARA LOS
DIFERENTES EXTRACTOS ENZIMATICOS
(PH 6 Y 30°C).

6. CURVA PATRON DE LOG PM. vs. MOVILIDAD
RELATIVA (Rf).

7. CURVA PATRON DE LAS DIFERENTES
PROTEINAS POR EL METODO DE BRADFORD.

69

70

71

72

73

76

89



INTRODUCCION.

El queso es un alimento universal, que sc produce en casi todas las
regiones del mundo a partir de leche de diversas especies de mamiferos. Los
quesos se encuentran entre los mejores alimentos del hombre, no sélo por su
gran valor nutritivo, sino tambi¢én por Ila gran varicdad de cualidades
organolépticas que poseen, EIl proceso de elaboracion del queso es muy variado,
dependiendo de su tipo y origen. Existen quesos frescos y madurados.

Durante 1a maduracidn de los quesos, se deben cuidar las condiciones de
aireacion, humedad y temperatura de las caamaras o cavas donde €sta se realiza.
Cada queso tiene sus condiciones -humedad y temperatura- optimas para la
maduracidon. Durante este periodo. los quesos pierden peso por evaporacion del
agua y desarrollan aromas y sabores caracteristicos de cada tipo. Es necesario
procurar que la pérdida de humecdad sea uniforme en todos los Quesos

almacenados;

Los quesos azules (Roguefort, Bleus d Auvergne. Aveyron, de las
Causses,. del Quercy, de Laqueville, la Fourme d'Ambert, el 8Bleu del Haut-jura,
Bleu de Bresse, Gonzonzola, Stlton, e¢tc.) son quesos madurados a {os que se les
ha adicionado Poniciltum glaucum o Pericillum roqueforti, para que desarrolien las
caracteristicas sensoriales deseadas, generalmente, 10s quesos azules requieren
entre 90 a 120 dias para su maduracion, conservados a una temperatura entre 7 a
11°C y con una humedad relativa mayor al 90% ,, fara acelerar el proceso de
maduracidn. se pueden ad.cionar enzimas (lipasas) procedentes dei Penicillum
roqueforti, considerandose estos quesos como quesos modificados
enzimaticamente. Las enzimas en el queso. catahzan o aceleran diferentes
reacciones donde grasas, proleinas., azacares y otros productos intermedios se

ven involucrados,



€1 término "queso modificado enzimaticamente”™ fue utilizado por primera
vez en 1974, a peticidon de ta FDA (Food and Drugs Administration) para la
aprobacion del producto como ingrediente opcional en Quesos procesados y
productos lacteos. Los quesos modificados enzimaticamente, se elaboran a partir
de un queso al que se le adicionan enzimas lipoliticas y/o proteoliticas en algun
punto del proceso de claboracidn: a la leche, a 1a cuajoda o al queso terminado
mediante el proceso de fundido.,g

Como se menciond antenormente. el uso de lipasas en la elaboraciédn de
quesos implica una reduccion en los tiempos de maduracidn, mientras se
generan ios aromas y sabores deseados en unos cuantos dias o inclusive en
pocas horas.,,

De esta forma, el uso de enzimas €N un qQqueso, con las condiciones
optimas de su aclividad enzimatica previamente identificadas, se traduce en una
disminucidon de costos, mano de obra, refrigeracion y demas factores que
intervienen en el Proceso. g

Ademas, las lipasas microbianas tienen la ventaja -en comparsciéon con las
lipasas pregastricas- de que su produccidn s realiza mediante fermentaciones.,
requiere de poco espacio y las condiciones de desarrolio, aislamiento y

semipurificacién, son facilmente controlables. g

Con la presente investigacion, se busca conocer los parametros dpuimos de
la cinética enzimatica (Temperatura, pH Optimos y tiempo de estabilidad). de 1a
lipasa extracelular obtenida del Penicillium roqueforti para dejar establecidas las
condiciones contral a las que se someta ésta al ser empleada en [a maduracion
de quesos azules.
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OBJETIVOS Y ACTIVIDADES.
OBJETIVO GENERAL:

Obtencidn de la tlipasa fungica extracelular del Penicillium roqueforti para
determinar su actividad enzimatica.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1.-Aistamiento y purificacion de la cepa del Penicilliurmm roqueforti de un queso azut
comercial para su postenor identificacion y empieo en la produccidn de la lipasa.

2.-Formulacién de un medio de crecimiento inducior para obtener la lipasa del
Penicillium roqueforti.

3.-Determinacidon de la actividad enzimatica en los extractos crudos de la lipasa
del Penicillium roqueforti para detectlar su presencia.

4.-Medicidn de la actividad enzimatica en los extractos semipurificados de la
lipasa del Penicillium roqueforti a diferentes condiciones de reaccioOn

(temperatura, pH y tiempo).

5.-Determinaciéon del Peso Molecular (PM) de ta ipasa del Penicillium roqueforti
mediante electroforesis. (SDS-PAGE 129%)

HIPOTESIS.

Si al examinar el comportamiento de la lipasa fungica extracelular, se establecen
los parametros de control, entonces se pueden especificar las condiciones
éptimas de su actividad enzimatica.

w




ACTIVIDADES

1.1 Obtenciéon de la cepa del Penicillium roqueforti.

1.2 Identificacion de la cepa del Penicilliurm roquelforti.

2.1 Formulaciéon de un medio de cultivo inductor de lipasas.

2.2 Cultivo del Penicillium roqueforti en el medio seleccionado bajo diferentes
condiciones de crecimiento.

2.3 Extraccion y semipurificacion de lipasa del Peniciliium roqueforti.

3.1 Neutralizacidn de los acidos grasos liberados por la lipasa de! Penicillium
roqueforti.

4.1 Delerminacién de la actividad enzimatica en los extractos semipurificados a
diferentes condiciones do pH (6,7,.8 y 9).

4.2 Determinacién de la actividad enzimatica en los extractos semipunficados a
diferentes condiciones de temperatura (25,30 y 35 °C).

4.3 Determinacion de la actividad enzimatica en los extractos semipurificados a
diferentes tiempos (0.5,10.15,20 y 30 minutos).

5.1 Determinacion de proteinas de los extractos crudos y semipurificados de la
lipasa del Penicilliurm roqueforti.

5.1 Electroforesis de los extractos crudos y semipuros de la lipasa del Penicillium
roqueforti.
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1. GENERALIDADES
1.1 HISTORIA DEL QUESO

No se conoce exactamente donde y cuando aparecid el queso sobre 1a
corteza terrestre. factor légico y natural, ya que probablemente el queso aparecid
después de producirse una serie de hechos fortuitos, como puede ser la
acidificacion natural de fa leche después de varnos dias, et prensado de una leche
acida con eliminacion del suero, ete. Ademas, dada la existencia de muchas y
lejanas civilizaciones, no conectadas entre si {Asia, Europa. Africa), e! queso pudo
aparecer en distintas épocas sequn continentes y paises. Lo que si esta ciaro
suponer €s que el queso aparecid cuando el hombre deyd de ser ndmada y se
hizo sedentano, criando animales y cultivando los campos. En esta época
prehistorica surgid seguramente el ordeno de 1a leche de esos ammales y la
produccidn de queso.,

Hay vestigios histdncos (vasijas que contuvieron quese) de hace mas de
6000 afnos antes de Cristo. en las civiizaciones mediterraneas (Egipto.
Mesopotamia) que indican la existencia dc vanedades de queso. Homero cuenta
en la Odisea como Polifemo. el gigante de un solo 0o que vivia en una isla, tenia
rebafos de ovejas que ordefdaba y cuya leche empleaba en gran parte para
producir quesos. En los jeroglificas y relieves cgipcios aparecen referencias a ia
cria de ganado, su ordefio y produccion de quesos.

Los pastores de aqueillas tnbus sedentanas. encargados de ordefar y
cuidar el ganado son probablemente los primeros gueseros del mundo Tenian
tiempo para observar a ios animales Observarian el fendmeno natural de 1a
acidificaciéon y es probable que entre {os numerosos envases que utihizaban para
guardar la teche, empleasen estdmagos de rumiantes, donde esta contenido el
cuajo. De torma que verian que la leche contenida en estos estdmagos sc
cortaba o cuajaba antes. y que al separaria del suero, daba una leche acida de
mejor sabor que la obtemda por otros procedimientos.




Este seria el impreciso momento del nacimiento del queso moderno.
Después, con el transcurso de los siglos, hasta tlegar al nuestro, se han ido
perfeccionando las técnicas, poro el fundamento que aun perdura es el Que se ha

descrito.,

E! queso alcanza un momento algido durante 10s impenos griego y romano.
En las comidas de reyes y emperadores nunca faitaba queso, traido a veces de

remotas provincias. Por ejemplo. parece que el Queso de cabra de Murcia

(Espana) era muy apreciado por Julio César,.

En los mercados de Atenas y Esparta pnmero y Roma después se vendian
quesos venidos de todos 1os puntos del imperio. Esto hace que se conozcan las
técnicas queseras de otros paises y que se produzca una mejora de 1as mismas.
El cuajo es ya ulilizado en todas partes y los quesos son desuerados cortando la
masa coagulada y agitando. Se hacen prensados mas 0 menos fuertes para
tener quesos MAas secos que aguantasen desde jugares lejanos a los puntos de
consumo. Los gquesos son salados para realzar sus aromas y contnbuir a su mas
larga conservacién. El curado ya se hacia en cuevas a baja temperatura y alta
humedad relativa, 1o que favorecia e! crecimiento de frucroorganismos que
“afinaban” el queso dandole exquisitos e iInsospechados 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 inconvenientes en estas
civilizaciones que frenan el desarrolio de los gquesos. Por un lado estan las
religiones budistas e hindG que consideran a las vacas como animales sagrados y
por otro el cultivo del arroz como base de la alimentacion de la mayoria de la
pobtacién. Solo ahora esta adquinendo la leche una relativa importancia en estas
regiones donde por supuesto el arroz sigue representando ei papel principal. Con
la caida del Imperio romano, liega una ¢época oscura para el queso. La Edad
Media fue oscura en general para toda la civihzacion. Guerras, pestes e incuttura
se extendian por el antes floreciente imperio. Sin embargo, los monjes de muchos



monasterios. se erigieron como portadores de la antorcha de la cultura. Las
1écnicas queseras y de elaboracion de vinos fueron recogidas por los monjes
espafioles, ilalianos, etc., escribiendo pequenos tratados sobre la
A su vez, el intercambio de

franceses,
elaboracidn de qQquesos, vinos y otros alimentos.
monjes dentro de la misma orden pero atravesando ias fronteras de 1os paises,
Hlevaba consigo el intercambio de experiencias y estudios que benchoiaron ia
evolucidn de las técnicas quescras.;

A finales de la Edad Media, los campesinos, no tan acosados por los

impuestos para las guerras de sus sefiores feudales, empiezan a recuperarse y
toman el relevo a los monjes. Las famuiias ganaderas hacen sus propios QuUesos

Los pastores que durante scis 0 mas meses de buen tiecmpo se marchaban a la

alta montana donde habian buenos pastos para el ganado, se enfrentaban con un
problema en esas alturas. No tenian accesos a las poblaciones de los valles para
vender la leche, ya que en muchos casos se tardaba vanos dias en bajar. La
unica solucién era hacer guesos alla arriba en las cabanas, y bajar una vez al mes
a venderios en los mercados de los vallies;.

Las técnicas queseras llegaron al nuevo continente con su descubnmiento

por Cristébal Coldn. Los primeros colonos, muchos de ellos converudos en

pastores y granjeros, llevaron las técnicas curopeas a esas tierras, produciéndose
actualmente cn Argentina, México, USA, Brasil, Colombia, Chile, etc.. quesos
propios de cada regidn de gran categoria resullado de la evolucidn de varios
siglos de esas técnicas en suelo americano,.

La produccion actual de quesos en ¢l mundo es de unos 13000 milicnes de
kilos, siendo el primer pais productor USA con el 20%, seguido de Francia con el
12% del total. Inglaterra produce el 8.6 y Rusia el 7%. Espana produce unos 220
millones de kilos ocupando el vigésimo lugar a nivel mundial, con un consumo de
7 kilos por habitante a! ano. alejado del consumo francés donde se llega a los 23
kilos. El aumento anual de ia produccion de queso se cifra en un 1% acumuiativo
y es interesante resaltar que mientras el consumo de mantequilla y leche esta

descendiendo cn los paises industrializados, aumenta el del queso.,



1.2, DEFINICION DE QUESO.

Queso es el producto fresco o madurado obtenido por coagulacidn y
separacion del suero de cualqQuiera de los siguientes productos: leche, nata, leche
desnatada (total o parcialmente)., sucro de mantequilla o de una mezcla de
cuaiquiera de ellos.;

Segun el Diario Oficial de México; (18 Enero 1980, articulo 345) la
definicion de queso es:

Se ontiondo por quoso ol producto hecho de Ia cuajada obtenida de la
leche entera, somidaescromada o descremada, de vaca o de otra especie de
animales, con adicién de crema o sin ella, por la coagulacion de la caseina con
cuafo, geérmenes lacticos u otra enzima apropiada y con o sin tratamiento posterior
de la propia cuajada por caloentamiento, prosién o por medio de fermentos de
maduracion, mohos especiales o sazonamiento.

La leche que se utilice en la elaboracidn de quesos, reunitd los siquientes
requisitos: dobera utilizarse leche pastourizada, con excepcion del queso anejo, y
los que autorice la Secretaria de Salud, en que se puede emplear leche no
pasteurizada y se debeo encontrar libre de alcalinizantes.

En la elaboracion de quosos se podra utilizar:

{. Cusjo comercial titulado y otras enzimas coagulantes autorizadas por la
Secretaria de Salud.

It. Cuttivos o fermentos lacticos.

1. Sal comestible.

IV. Cloruro de calcio.

V. Crema o mantequilia..

VI. Microorganismos no nocivos para la salud. caracteristicos de diferentes
variedades de quesos de que se trata, y

Vii. Colorantes y condimentos naturales y otras sustancias aprobadas por la
Secretaria de Salud.




En la fabnicacion de quosos, quoda prohibido el uso de los siguientos
productos: o
1. Sustancias grasas no propias de la lteche utilizada.

11. Fécula.
1ll. Hierbas u otro producto para cuagjar leche, diferontos a los senalados on el

articulo anterior.
1.2, CLASIFICACION DE QUESOS.
reglamento del Diano Oficial do México,

Para los ofectos del los quesos se

clasifican en. o

1.3.1 DE ACUERDO A SU PRQCESQ

a) Froscos o frescales,

b} Maduros o alinados y

¢) Fundidos.
132 OEACUERDQ CON SU COMPOSICION Y (A CLASE RDELECHE
BPASTEURIZADA,

a) De leche entara,

b) Do leche semidescremado,

¢) Do leche descromada,

d) De crema.

e) Do doble crema y

) Requeson
En /a clasificacion doe quesos frescos o frescales. quedaran comprentidos [0dos

los cremosos, sermicremosos. descremados 0 CoCIdos, SIempre y cuando so pongan a la
venta al pubfico en un plazo no mayor de 15 dias despuds de 1a techa de su elaboracion,

la cual dobera aparecer en la oltiqueta. Se considerarin dentro de esta clasiicacion, ios

productos llamados asaderos, panelas,
cuando hayan sufrido un procaso de transformacién espoceal.
Dentro de la clasificacion de quesos maduros o afinados. quedan comprendidos

qQquUEesos PIra uMtar y olros semejardes, aun

los de pasta dura, somidura o blanda, que hayan pasado por un tratarmmenio de afinacisn

o maduracion en bodegas especiales y por un plazo no menor de 15 dias. 4



,

Seo entiende por quosos tundidos los obtenidos p;or fusion de otros lipos de
quesos, con o sin adicién do alcalinos aceptados por la Secretaria y que una vez
fundidos son moldeados apropiadarnente. Los quesos quo sirvan de materia
prima y que estén destinados exclusivamente para la fabricacion de quesos
fundidaos y para lfa venta al publico, no requieren de reqistro ante la Secrotaria, ni
de pastourizacién, pero reuniran 1os requisdos Sanitinios correspondientes. ,,

Los quuosos elaborados a partir de  leche  entera, descremada  y
semidescremada. estardan dentro de los limites de grasa, proteina y humedad
maximos que se indican a continuacion
a) QUESOS FRESCOS O FRESCALES

De teche entera 20% GRASA Min 189 PROT. Lan Y S6% H.O Max.
De leche semidesc 12% - - 24% ° - 58% * -
b} QUESOS FRESCOS DE PASTA COCIDA £ HILADA
De leche entera 23% GRASA Min. 24% PROT. Min. Y 48% H,O Max.
De leche semudesc. 18% = - 28% - - 48% ¢ -
c) QUESOS FRESCOS DE SUERO
De leche entera 5.0% GRASA Min 10% PROT Min Y £0% HO tux
De leche semidesc 0 5% ° Max 10% " - 80% ~ -

d) QUESOS FRESCOS ACIDIFICADOS
De leche enterd y crema 35% GRASA Min. 9% PROT. Min Y 55% H,0 Max

De I. descr. y crema 4% - - 16855 - - 75% -

De I descremada 29 - hoav 15% - N s0°%, - -
e} QUESOS MADURADOS DE PASTA HILADA

De leche entera 25% GRASA tMin 22% PROT MiIn Y 45% H,O tMax

) QUESOS MADURADOS DE PASTA DURA
De leche semidesc 2290 GRASA tAn 28% PROT. Min Y 319 H;O Max.
g) QUESOS MADURADOS DE PASTA SEMIDURA

De leche entera 24% GRASA Min 20% PROT. Min. Y 50%H20 Max.
h) QUESOS FUNDIDOS PARA REBANAR
248% *° - 16% * e 48% " -
HJQUESOS FUNDIDOS PARA UNTAR
20% = - 12% - = 60% " -



No habra timites on ol numero y clases de hongos que seo utilicen en la
elaboraciébn o afinacion do quesos que 1o requiera, como los tipo Roqueflort,
Camembert o similares. pero estos quesos no contendrén hongos o lovaduras que

indiquen contaminacién, falta de limpieza en Ia elaboraciébn y transporte y

proteccion inadecuados del producto.
133 SEGUN EL SISTEMA ESCOGIDQ PARALA COAGUIACION DE LA
LECHE SE€ TENDRA LA SIGUIENTE CLASIFICACION

a) Quesos al cuajo.

b) Quesos acidos.
En los primeros se consigue la coagulacidn por la adicion de cuajo a la

leche. En los segundos se consigue por acidificacion. Hay, de todas maneras,

quesos que combinan los dos sistemas (acidificacidn y adicién del cuajo). Asi

tenemos el requesdn, como ejemplo.

1,34 SEGUN E{ ORIGEN DE LA LECHE SE TIENEN L QS QUESQS,

a) De vaca.
b) De oveja.

c) De cabra.
A veces los quesos se hacen como mezcias de dos o mas clases de leche.

Otros tipos de leche (bufalo, yak) son empleados en paises no tradicionalmente

lecheros.

1.35 SEGUNIA TEXTURA DEL QUESQ, SE CLASIFICAN EN,:

a) Quesos compactos (Sin 0jos).
b) Quesos con ojos redondeados.
¢) Quesos granulares, con ojos de formas irregulares.

Los quesos compactos estan hechos con cultivos lacticos que apenas
desprenden gases durante la fermentacion y todos los azdcares son fermentados
antes que el queso esté acabado. E! Cheddar es un queso compacto. El queso

de Burgos tampoco tiene 0jos.



Los quesos con ojos redondeados tales como el Gruyére y el Emmaental
resultan de la produccion do anhidrido carbonico (gas) por bacterias lacticas
durante el proceso de maduracion. El carbédnico se acumula en los intersticios de
ia masa de! queso.

Si la colocacién de los granos de la cuajada en los moldes se hace en
presencia del suero, se forman “burbujas” que luego se transformardn en ojos
redondeados por el carbonico. Si la colocacién de la cuajada en los moldes se
hace sin suero, los intersticios quedan al aire y al desarrollarse 1a produccion de
carbénico, resulta en la formacién de agujeros de formas y tamanos wrregulares
{quesos granulares). Tilsit es un qQueso granular, asi como el Grazalema de Cadiz.
etc.

WMQMTM&QS £ LA

MADRURACION TENDREMQOS LA SIGUIENTE CLASIFICACION
a) Quesos veteados como el Roquefort, Cabrales. etc., donde se produce el
crecimiento de mohos Penicilliurm durante ta maduracidn en cuevas ventiiadas
dando esas vetas de color azul.
b) Quesos de moho blanco, tales como el Camembert y el Brie. en los cuales
durante |2 maduracion hay un desarrollo de mohos blancos que les da su tipico
aspecto.
c) Quesos con desarrollo bacteriano en la corteza tales como Saint Paulin, Port
Salut, etc.. en 1os que se unta la superficie de los quesos antes de su maduracidon
con un cultivo de baclerias que se desarrollan dando caracteristicas cspeciales a
los quesos.

137 SEGUN _SU CONTENIDQ GRASQ, LOS QUESOS SE

CLASIFICAN EN!7 pE ACUERDO AL CODIGO ALIMENTARIO
a) Doble graso: El que contenga un minimo del 60%.

b) Extragraso: El que contenga un minimo del 45%.
c) Graso: £l que contenga un minimo del 30%
d) Semigraso: El que contenga un minimo det 20%.
e) Magro: El que contenga menos del 20%.



1.3.8 SEGUN EL CONTENIRO DE HUMERAD, LOS QUESOS SE CLASIFICAN.

&Ny
a) Quesos frescos.
b) Quesos blandos.
c) Quesos semiblandos.
d) Quesos duros.

Los quesos frescos, son aquellos que tienen un alto conlenido en
humedad (de! GO al B0% segun variedades), con consistencia en general pastosa,
que no han sufrido proceso de maduracion, por lo que sueien tener sabor a a
leche Iresca o leche acidificada. Normaimente, su color es blanco, aunque los hay
de muy diversos colores al ser aromatizados con distintos sabares (fresa. pifia,
etc.) y se venden en liendas como yogures. Deben consumirse rapidamente y su
transporte y su conservacion se haran refrigerados a 8-10°C.

Se les suele conocer también como quesos acidos ya que la coagulacion
de la leche se lleva a acabo por acidificacion de la misma, aun empledndose cuajo

en muchos casos.
Son quesos sin corteza con una corteza muy fina, que apenas se prensan.

con lo que no se elimina mucho suero.

los siguientes quesos frescos: Gervais, Cottage.

Entre otros tenemos
Villalén, Burgos, panela, etc.;

Los quesos blandos. son quesos que han sido madurados durante algtn
tiempo (desde semanas hasta varios meses), desarrollando aromas y sabores

caracteristicos de cada tipo. Suelen tener un contenido alto de humedad (40-
50%) aunque no tan alto como los frescos. Ello es asi porque durante ia
maduracion 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 0jos pequenos y Poco NUMErosos.



Los quesos blandos mas conocidos a nivel mundial son el Camembert y el
Brie, ambos de origen francés. La fabricacion de estos quesos se ha extendido
por todo el mundo, especiaimente ¢l Camembert que se elabora industriaimente
en muchos paises (Espafa, Portugal, USA, Argentina, México, etc.).

Por su importante contenido en humedad se deben consumir pronto ya que
al endurecerse pierden sus mas agradables caracteristicas. Un Camembent duro,
pasado. no dice absolutamente nada, mientras que si estd en su punto @s una

delicia.,

Quesos semiduros, aqui 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 semiduros son sometidos a maduracion (desde unas semanas
hasta varios meses), con lo que parte de la humedad desaparece durante la
misma. Tienen un 3040% de agua, pasta dura, compacta. con o Sin agujeros,
corteza mas o menos dura, con o sin cortezas plasticas. EL Manchego y otros
quesos se comercializan también como semiduros,;.

Q duros y P (con humedad de 15 a 25%). Entre este tipo
de quesos tenemos el Cheddar como maximo representante, el Gruyére y
Emmaeantal también estan clasificados como duros y tienen agujeros redondeados
mas 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 mas que una corta maduracion,
pudiéndoios considerar como semiduros.

El queso Manchego curado esta incluido en esta categoria, asi como el
Cantal francés, Cheshire. Roncal, etc.,



Quesos fundidos, son el producto obtendio por la molturacién. mezcla,
fusidon y emulsién con tratamiento térmico de una o0 mas variedades de Queso. con
o sin la adicidén de agentes emulsionantes, de leche y productos alimenticios de
otro tipo.

Los quesos escogidos se muelen y calientan a 70-75°C en una cuba con
agitador obteniendose una masa fundida que alimenta wuna maquina
empaquetladora de qQuesitos en porciones. Al enfriar el quesito en su envase,
solidifica.

Si se desea, cuando 1a mezcla de quesos mobdos esta calentandose en la
cuba, se pueden afadir otros ingredientes (leche, emulsionantes, colorantes, etc).

El queso fundido es muy utiizado en la alimentacion infantil ya que suele
tener un sabor suave. Ademas es muy digestivo y fico en protemnas y grasas.
Suele tener un extracio seco total de al menos un 50% De este extracto seco total

1a mitado o menos es grasa .,

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

oveja, madurados. compactos. veteados, grasos O extragrasos y semiduros.
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1.4. FABRICACION DE LOS QUESOS,
En forma general, las etapas necesarias para la fabricaciéon del queso son

las que a continuacidén se mencionan, aunque existen variantes especificas para

cada tipo de quoso:
1.4.1 RECEPCION Y TRATAMIENTOS PREVIOS DE LA LECHE
(REERIGERACION, HIGIENIZACION Y PASTEURIZACION),
La leche que se recibe en la queseria debe seor de buena
¢s posible se debe recibir enfriada a 4-6°C en

calidad, con

contenido bacteriano bajo. Si
cisternas de acero inoxidable, que se descargard en tanques de accero inoxidable
y se enfnara a 34 “C en caso de llcgar a temperaturas mayores

Aunque Ia leche recibida sea de buena calidad. sicmpre se pueden producir
infecciones por lo que 1a queseria debe estar limpia y la leche se debe higienizar
pasandola por una centrifuga para eliminar mmpurczas sohdas y pasteunzarla

después a una temperatura de 70-80°C durante unos segundos (15-40) para

eliminar microbios patdgenos que pueden perjudicar la salud del consumidor. En

ocasiones, al pasteurizar la leche, se obtienen quesos con Menos aroMma, pero se

debe recurrir a esto en lugar de correr nesgos. En cualquier caso, los quesos

elaborados con leche cruda y sometidos o un periodo de maduracion superior a
dos meses, pueden consumirse sin temor.,

En esta fase de tratamientos previos, se puede anadir a la leche:

* Cultivo de bacterias lacticas, cuya mision es transtormar el azucar de la

leche (lactosa) en acido lactico, lo que hace que la leche se acidifique con ic que

coagulara mas facilmente en la sequnda ctapa. La adicion de cullivos laclicos se

suele realizar a una temperatura de 25-30°C y se iles deja crecer durante unos
minutos.

* Cloruro de calcio, que aftadido a la leche contribuye a su acidificaciéon y
aumenta el contenido en calcio de la misma, lo que acelerara el proceso de

coagulacion. Se suclen anadir cantidades de 5 a 20 gramos por cada 100 iitros

de leche.




® Nitrato do potasio, que inhibe el crecimiento en la leche de bacterias que
producen gases perjudiciales para el sabor y aroma del futuro queso. Se anaden
dosis maximas de 20 gramos por cada 100 kilos de leche.

* Colorantes naturales autorizados.

® Mohos que ayudan a desarrollar aromas y sabores durante la maduracion,

Como el color de la leche depende de su contenido en grasa, varia con la
estacién de! afo, alimentacidn de la vaca, edad de la vaca, ete. | para mantener un
afio, algunas queserias oafiaden

color uniforme del queso durante todo ol

colorantes naturales.,

1.4.2, COAGULACION Y. SEPARACION PARCIAL DEL SUERQ.
En esta etapa, se da la transformacion de ta leche en queso, y se realiza en

una cuba. Por la adicidn de! cuajo, quimosina o renina (extracto obtenido del

cuarto estbmago de los rumiantes jovenes), la caseina (principal proteina de la
leche) se coagula. englobando gran parte de la grasa y otros componentes de la

leche. La reacciébn global consiste en una alleracion no ben definida de la
caseina y su transforrmacién en paracaseina, lo que produce paracasemtatos de

calcio insolubles (cuajada) en presencia de Ca™” . El cugjo ¢s una proleasa, y su

maxirma actividad proteolitica se observa a pt{ 3.8. En la manufactura de quesos
ia leche se cuaja a pH 5-5.5. La actividad proteclitica del cuajo es practicamente

despreciable bajo tales condiciones. Por tanto, cuando c¢l cuajo provoca el

leche, su accién proteolitica es necesariamente himitada y

cuajado de la
probablemente especifica
durante el proceso. Solo la x-caseina se ve afectada. Una porcion de ia molécula
algunos de los

Mas aun, las caseinas a y {} no sufren cambios

de x-caseina se divide en grandes péptidos (macropéptidos),
cuales contienen carbohidratos. La x-caseina residual, reducido su tamano y libre
de carbohidratos, recibe el nombre de x-paracaseina. Asi pues, el cuajo no cuaja

directamente a la leche, sino que destruye 1a capa protectora de micelas

catalizando la hidrolisis parcial de la x-caseina, en alguna unidn particularmente

1abil. Desprovistos de su coloide protector, los complejos caseinicos del calcio se

e e B



precipitan y se produce la coagulacidn. Normalmente, la coagulacion se realizn a
30-35"C aunque la temperatura Optima son fos 40°C. El uso de temperaturas
inferiores (30-35"C) oes con objeto de permitir 1a ulilizacidn de una mayor
proporcion de cuajo (20 a 30 mililitros por cada 100 de leche) que es beneficioso

para la maduracidon, ademas de producir un coagulo de leche no demasiado duro.,
El extracto de cuajo €s hoy ¢n dia sustituido en Mmuchos casos Por enzimas

de origen vegetal u obtenidas a pantir de diversos microorganismaos (QUimosina de
E. coli).

Una vez acabada ia coagulacidon, se procede a corar o cuajada con
utensilios provistos de cuchilas dentro de 12 propia cuba quesera, con lo que el
suero atrapado puede escapar. El cone reduce tas particutas de coagulio a las
dimensiones que se quicra (desde décimas de mulimatro, hasta 10-12 mm) Si se

pretende que el queso resultante tenga poca humedad, sc cortan particulas de
coaguio pequefias, porque asi se separa mejor el suero. S Qqueremos qQuesos con
mas humedad se dejan particulas grandes en cuyo intenor quedara retenida una

cantidad importante de suero, muy rnco en agua (93-95% de su composicidn). L.os
granos de cuajada son mantenidos en suspension en ia cuba por agiacidn,
utilizandose para ello los mismos clementos Que sirven para el conte Con la
agitacion, los granos se hacen mas compactos asi que a los 10-15 minutos de
agitacion y corte, se puede drenar suero sin temor a que se desintegren dichos
granos y escapen juntos con el suero Este drenaje se puede realizar sin
necesidad de parar los dispositivos de agitacidon Al suero que escapa. se le hace

pasar por un tamiz que retiene los granos de cuajada que pudiese arrastrar

De
cualquier manera, durante el drenaje del suero, se sueten parar los dispostivos

antes mencionados.,

£l calentamiento de Ia masa coagulada ya contada, acelera el desuerado.
Dicho calentamiento que se suele haccer entre 30 y 48°C, va acompanado de
agitacion para evitar que los trozos de coagulo se fundan unos con otros y se

forme una pasta. Subiendo Mas o menos la temperatura en esta etapa tendremos
quesos Mmas 0o menos secos. Si es alta 1a temperatura, escapara mucho suero y
tendremos Quesos MAas secos. y viceversa, st s baja la temperatura o no




calentamos en absoluto, tendremos quesos mas humedos. Ademas subiendo la
temperatura (44°C) se puede llegar a matar las bacterias lacticas que se
afadieron anteriormente, deteniendo el proceso de acidificacion. Ya a
temperaturas de 35-36°C se empieza a inhibir su desarrollo. Este calentamiento
se puede realizar de dos formas:

® Adicidbn de agua caliente a la masa. (En el caso de los quesos con alto
contenido en humedad).

* Calentamiento de la cuba exteriormente (Con un enchaquetado por donde
circula vapor o agua caliente).;

4 3. N [ %] S Y PRENSA wvi

En el loenado de los moldes, continua el desuerado. Segun el tipo de queso
que se quiera hacer, el prensado previo serd mas o menos intenso. Asi, en el
caso de quesos blandos, no se aplica presion alguna, dejando que el peso del
propio quesoc en el molde actue de prensa

14,4, PRENSADOQ

St el prensado se realiza de lorma que quede aire atrapado entre los
granos, tendremos quesos granulares. Si el prensado se realiza con los granos
baftados en suero de manera que no quede sitio para el aire, los granos se
fundiran entre si y cuando durante 1a maduracidon se formen gases, éstos
quedaran atrapados en la masa formando burbujas u “ojos” redondeados u
ovalados.;

1.4 A .

Después del prensado, se procede a salar 1os quesos bien por inmersién
directa en banos de salmuera o por salado directo con sal sdlida aplicada a la
corteza o mezclada con |a masa. Se puede hacer el salado cuando los granos
estan aun 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 adicidon de sal ayuda a conservar el Qqueso mas tiempo,
ademas de realzar sus aromas.;

20



1.4.6. MADURACION.

La maduracion puede durar apenas una horas para algunos quesos
froscos, hasta meses y aflos para quesos duros. Por ejemplo el Gruyére se
madura hasta 12 meses 0 mas, siendo durante este periodo cuando por la acciéon
de microorganismas vivos (Bacillus linens) desarrolla muchos de sus aromas y
sabores tipicos. El Manchego es sometido a maduracidn por un tiempo superior a
los dos meses. Durante la maduracion, deben cuidarse las condiciones de
aireacion, humedad y temperatura de las cadmoaras o cavas donde reposan los
quesos. Cada queso tiene sus condiciones de humedad y temperatura para una
optima  maduracion. Durante este periodo los Qquesos pierden peso  por
evaporacion y desarrollan aromas y sabores caracteristicos de cada tipo. Es
necesario procurar que la pérdida de humedad sea uniforme en todos los quesos
almacenados.;

2




1L.S DEFECTOS EN EL QUESO PROCESADO,

Se presentan muchos defectos en el gueso procesado, pero un namero
critico de sabores pueden examinarse. Los defectos en textura, color hoyos por
gas, etc, son producidos durante la fabricacidn, pero no se deben presentar olores
y sabores a podrido, falto de higiene 6 a quimicos. Ef queso gue presente estas
ultimas caracteristicas de sabor debe descartarse

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

agradable. La textura es suave, sin arenosidades, y las piezas se cortan

homogenea y uniformemente.
Los quesos procesados pueden tener defectos relacionados directamente

con una fabricacidn inapropiada. incluyendo una pobre agitacion, inadecuado o

tipo de sales

exceso de calor y una eleccibn equivocada en cantidad y

emuisificadoras.
Los problemas técnicos mas comunes en
arenosa, cuerpo pegajoso, sabores jabonosos o agrios., formacion de burbujas,

los quesos. son la textura

descoloraciones del rosa al café y la formacion de cristales.

La textura arenosa. se presenta con mayor f{recuencia en los quesos
frescos cuando se agitan, teniendo un pH por abajo de 55 y un exceso de

emulsificante. El sabor jabonoso, se presenta en los quesos rancios que usan un
excesos de fosfato trisédico y el sabor altamente acido se asocia con algunas

sales de fosfato. s




TABLA 1. PRINCIPALES DEFECTOS EN QUESOS PROCESADOS ;.

T YL, DEFECTO DESCRIPCION CAUSA.
SADOR ACIOO STHINGENTE EN tA BOCA Y [[EXCESOUE FOSFATOS
(FNGUA
COMO RHANC IO CONTAMINACION Ot L AMBIENTE
CUERPO Y|CORTO ARENOLO O HARINOGO EXCESQO DL FPOUFOLIATOS oo
TEXTURA ANORMAL
PELALDO GOMOSO LXCESQ N EL TH MO e
COCCION
CXCESO D GHRALA (ITRATOS O

MUY SUAVE

OLE GLO £ SPONJGSO

MUY §IRME

HO SE CONTAN LAS HIEZAL CON

o
CXCEL SO DL PGLIF OhE ATOS

SUAVIDAD
EXUDADO GRASA Y AGUA St PARADOS INSUF ICIENT S O ARROMGS
EMUL S ICANTE S HAJIGO pry
ADHERLNTE EL QUESO SE MANTIENE UNIDO [EXCESO DR Peat.OAD Y oM
Al CUCHILLO CON EL QUE SEJELEVADO
MUE STREA
ARENOSO LENSACION DU AKLNA LW LAJCRIGTALES DL OF OSFATO DE
BOCA CALCIO TIROSINA LInRE
LACTOULA EMUL GIFICANTE
mf.mum s
APARIENCIA CAFE O HOSADU | OFSCGt ORATION COLOH [EACE T T LL COTIDG C ke
SALMON mn:scncu LACTOBLA
S(‘O!.ll-n‘,l(‘n;n 0L TiNTE
GASEOS0 FOYO% HEDONDOS DE  TAMANG { PRESEFHGIA | D COLIFORAIES
MED ! ALGUMNAS | CLOSTRIDIOS o FLACTERIAS
VECES ACOMPALADOS LE [ FROs 1ONICAS, ENVASADD
GRIETAS INADECUAID ¥ CON FALTA DF

HIGIE NE

CRISTALES

TIIGTALLS BLANCOS DiGCRE TOS

CXCESO DE EHULLHI ICADOR O
FOSFATONL EMUL S ICADOR Sity
DISOLVER CRISTALE o
O EXCLSO DE

15.- KOSIKOWSKI, F.
1978.

1.6 DEFINICION Y

Usos

"Cheese and Fermented Milk Food

DE LOs

Edgwards Brother's USA |

DoOS

QUESOS MODIFICADQ

ENZIMATICAMENTE.

El término "queso modificado enzimatcamente”

{(OME) fue utizado por

primera vez en 1974 a peticidn de la FDA (Food and Drugs Administration) para la

aprobacion del
productos lacteos. g

producto como

ingrediente opcional

en quesos procesados y

Los quesos que han sido tratados enzimaticamente para resaltar el sabor o

una porcidn significativa en el sabor y olor,
Las enzimas pueden ser adicionadas durante la

enzimaticamente (OME).

pueden llamarse quesos modificados

manufactura del queso o después del queso cuajado © mas aun. despues de

algun periodo de maduracion.

Los QME pueden tener una textura similar o
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ligeramente modificada al compararios con los quesos elaborados do forma
tradicional., g

Las enzimas pueden ser adicionadas en diferentos etapas durante la
manufactura del queso. La naturaleza del producto se ve afectado por ta ecleccién
de las enzimas, condiciones de incubacién y paso en el cual la enzima ha sido
adicionada. La estandarizacidn de sabores en quesos es una de las metas en la
industria quesera, esto se puede controlar con el uso de enzimas en los productos
a elaborar. La produccién de los quesos que necesitan madurarse, puede verse
beneficiada también con el uso de las enzimas,; aiternativamente dentro del mismo
proceso se pueden incrementar el sabor u olor sin alterar las condiciones de
elaboracion del producto. 4

Muchos de los compuestos producidos durante la maduracidn se
encuentran en diferentes proporciones y cantidades, esto va a estar en funcion del
tipo de queso que se mancje. En el QUESO AZUL, una serie de compuestos son
importantes (Acido acético, acido butanoico, acetona. metl cetonas, 2-pentanol,
metil hexanato, etil butanato. 2-nonanol, y acidos grasos libres) para la produccion
del sabor caracteristico. .4

E! sabor caracteristico en el queso azui se le atribuye a la produccion de
metil cetonas y a los commespondientes alcoholes secundanos. Estos compuestos
son derivados de intermediarios de la [l-oxidacidn de #cidos grasos, como se
observa en la figura 1

TRIGLICERIDO ACIDO GRASO —————(-CETOACIL CoA

LIPASA B-OXIDACION TIOLASAS

-
$-CETOACIDO LIBRE

/DcscAﬁnoxxu\sA
ALCOHOL SECUNDARIC ETIL CETONA

REDUCCION

F1G. 1 Produccidn de metil cetonas y alcoholes secundarios de dcidos grasos libres

pr por F roqueforti. (CoA = Coenzima A)




Las lipasas son secretadas por ol dosarrolio de micelios e hidrolizan ios

triglicérido de la grasa de la lacheo. Los Acidos grasos resultantes se oxidan en

fi-cetoacidos por las enzimas p-oxidativas en la degradacion de los acidos grasos.
Las metil cetonas son producidas por descarboxilacidn del acido fi-ceto. Los
alcoholes secundarios son producidos por el acido [}-ceto por la reduccion del
grupo carbonilo. lLas melil cetonas (Cs a C,, ) y los alcoholes secundanos son
compuestos muy importantes para el desarrolio caracteristico del queso azul. .,

Este tipo de quesos son usados generalmente para alimentos procesados,
como sustitutos parciales o totales, en los quesos anecjados, en Quesos en poivo o
como aderezo de ensaladas.

Conforme se va aprendiendo mas acerca del sabor de los quesos, nuevas y
rmejores formas de quesos modificados enzimaticamente se pueden desarroliar,
ofreciendo a la industna alimentaria una amplia variedad de sabores o

ingredientes. ,u

25



1,7. QUESQS AZULES, CARACTERISTICAS Y ELABORACION,

Los QUESOS AZULES 6 QUESOS DE VENA AZUL,. son quesos cuya
pasta esta interiormente surcada de jaspeaduras verdosas o azuladas formadas
por los filamentos micélicos del moho Ponicillium glaucum. Estos quesos, todavia
lamados "quesos azules”™, son muy NuMerosos, pero entre elios el mas famoso sin
discusidn el Roquefort, cuyo caricler particular ¢s ser un queso de leche de
oveja.,q Entre los quesos azules fabncados con leche de vaca, menos conocidos
pero de todas formas excelentes, figuran los Bleus d'Auverge, del Aveyron, de las
Causses, del Quercy. de Laqueuille (Puy-de Dome). 1a Fourme d'Ambert, el Bleu
del Haut-Jura, el Bleu de Brosse, el célebre queso taliano Gorgonzola, el queso

inglés Silton, Wensleydale y Blue Vinny,., Magura en Bulgaria,

Niva en
Checoslovaquia,

Aura o Adelost en Finlandia, Rokfor en Yugoslavia, Bucegui en
Romania, Marvany sjt o Mennofort en Hungria, Rokpol en Poloma, Adelost en

Sueccia, Edelpilzkase en Alemania. Grunshimmelkase en Austia, Danablu y
Mpycolla en Dinamarca, y Blue Cheshire y Bluo Caledonian de Escocia,;

La mayor parie de 10s quesos de vena azul. que pefrtenecen al grupo de los
quesos semiduros, resultan muy atractivos al consumidor por el sabor picante que

sa desarrolla como consecuencia de 1a hidrolisis de los componentes de la leche

por los enzimas fungicos. Cuando se parne de leche de vaca o de oveja, este

sabor picante se debe en parte a las cetonas gque se liberan a partir de los acidos
grasos. Los sistemas de elaboracidn de quesos de vena azul varian segun la
variedad de queso de la que se lrate pero todos ellos intentan conseguir una

cuajada de lextura abierta y color blanco cremoso (debido a los blanquedores o

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

adecuado para la proltferacién de los mohos. Los quesos de veteado azul de

maduracion mas rapida. suelen ser quesos mas salados. Una vez que la hidrolisis
protéica ha alcanzado determinada intensidad. los Quesos se perforan con unas

agujas adecuadas para que 3 través de los orificios asi practicados se pueda
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producir un adecuado intercambio de aire y anhidrido carbonico. Es ésta una
manipulacidn esencial para la correcta maduracién de las variedades de queso de
vena azul. El color del cultivo fungico varia en estos quesos desde el verde

(Penicillium glaucum) hasta el azul (Penicillium roqueforti). ;o

171 QUESO ROQUEFORT.

Es uno de los Quesos mas antiguos, como lo pruecban numerosisimos
documentos.zg Un queso de este tipo fue envindo a Roma entre 1os anos 100 a
250 D.C.. y el nombre de Roquefort aparecio por primera vez en 1070,

En 1550, los habitantes de¢ Roquefort obluvieron del panamento de
Toulouse una orden que les aseguraba el privilegio de la tabracacion,
prohibiéndola fuera de la ciudad de Roquefort bajo pena de multa,,

Toda la historia de Roquefort estd dominada por ia preocupacion de
defender un producto cuya fama inspiraba con frecuencia ¢! fraude. En 1la
actualidad, este queso es el unico cuya denominacion lleva la garantia de la ley.
de fecha 26 de julio de 1925. El texto legal prevée que “Solo tienen derecho a la
denominacion Roquefort los quesos que han sido:

a) Preparados y fabricados exclusivamente con leche de oveja,
b) Fabncados y afinados conforme a los usos locales, ficles y constantes, en lo
que concierne tanto al lugar de afinado como al método empleado” o4

El Roquefort se presenta en formma de un cilindro de 20 cm de didmetroy 9
cm de altura, con un peso de unos 2 kg.

Durante mucho tiempo solo se transformaba en Roquefort 1a leche de ia
regidn de las Causses (mesetas calcareas) del Larzac. A partir de 1875, ante el
incremento de las necesidades, la 2zona de aprovisionamiento se ampld
considerablemente. En la actualidad comprende no sclamente una vasta regién
alrededor de Roquefort, sino también una parte de los Bajos Pirineos, alrededor
de San Juan Pied-de-Port y de OQiloron, asi como en Cérecega, alrededor de
Ajaccio y Bastia. Por supuesto, para disfrutar de la denominacidén Roqguefort, los
quesos fabricados en todas las regiones citadas tienen qQue ser transportados en
fresco a Roquefort, para ser afinados en las cavas naturales de esta localidad.,q
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Al principio, la fabricacion del Roquefort se hacila exclusivamentoe en granja,
pero desde hace poco mas de 80 anos, la industrializacion ha ido imponiéndose y

hoy se fabrican con procesos industriales. Existen unas 130 f{Abricas que

anualmente transforman 500 000 HI de !eche. La produccidon es estacional, pues
solo se ordefa a las ovejas durante el primer semaestire detl ano. La leche de cabra

se caracteriza por tasas de caseinad y de materia grasa muy clevada, que

confieren al Roquefort su untuosidad tan apreciada ;g

La fabricacidén del queso comprende dos fases diferentes
a) La preparacion del queso en fresco efectuado en fabnca,
b) El afinado de éste, efectuado en las cavas de Roquefort

1.7.1,1_ EABRICACION DE L QS QUESQS ROQUEFQRT EN_
FRESCO.ntr ADEMAS ANEXO 1)
Colocada en cubas. se calienta ta

aespués se le afade cuajo (10 a 14 ml al 1710 000 por cada 100 It). La toma dura
Después se corta la

leche, tras maduracidon a 30-31°C y

de 20 a 30 minutos y la coagulacidn de 13 a 2 horas
cuajada en cubitos del grosor de una nuez y se instala en una carretila de
desuerado, una especic de cajén sobre ruedas recubierto en su nterior por una
tela encima de un falso fondo calado. E! desuerado de la cuajada tiene lugar en
esla carretilla, acelerado por una kgera agitacion. A continuacién se procede a su
que son unos cilindros metahcos con fondo.

introduccién en ios moldes,
tierra

Antiguamente. en las granjas se utilizaban exclusivamente moldes de

barnizada. Precisamente cuando se lenan los moldes es cuando se incorpora a
la cuajada el indculo de Penicillium glaucum o Penicillium roqueforts, formado por

polvo de pan enmohecido. También se puede sembrar la leche antes de la
coagulacion y ulilizar entonces cultivos puros de Penicillium distribuidos por los
taboratorios en forma de suspensién de esporas. Para regular el desuerado se da
varias vueltas al queso. Al cabo de 4 o 5 dias a la temperatura de 18-20 °C se

envia el queso a la cava de maduracién ;,
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1LZA2 AFINADO DEL QUESQO ROQUEFORT

Antiguamente, las cavas de Roquefort eran simples grutas naturalos
Nlamadas Fleurines dentro de las cuyales se instalaban anaqueles para almacenar

fos quesos. La ciudad de Roquefort se levanta sobre las ruinas de unos roquedos
desprendidos en ¢poca muy lejana do un farallon elevado que bordea la Causse
de Cambalou, situada frente a la Gran Causse del Larzac. Al romperse al pie de
los farallones, los enormes bloques de piedra constituyeron un nuevo suelo con
fisuras y numerosas gnetas por las cuales sc infiltran las aguas de lluvia que

enfrian y humedecen el aire que circula sin cesar a traves de los desgarrones del
terreno. A la salida de las fleunnes, 1a corriente de arre hene una temperatura de
4 a 7°C, y su grado higrométnco, muy elevado, es proximo a 890-100%- Estas
condiciones de temperatura y de humedad son las convenientes para el afinado

del queso y confieren al pueblo de Roquefort una situacion natural completamente

excepcional.

Al principio.
quesera, pero ensequida la extension de ésta necesito la instalacidn de cavas con
las fleurines E! airre que

los fleunnes bastaban para madurar toda fa produccion

extensiones de varios pisos en comunicacidn con
procede de éstas Gllimas asegura la ciimatzacidn natural de los locales.

En la cava. los quecsos se clasifican y pesan antes de su traslado al
saladero, donde la temperatura se mantiene en torno a los 9-10°C- Aqui se les
deja durante 6 dias. tiempo que se aprovecha para salarfos a mano varias veces
Segun la calidad de los quesos, la dosis de sal varia de 20 a 50 gramos por
Hoy se salan los quesos normalmente en la factoria y no en la cava.

unidad.
Después del salado. los quesos pasan a la picadora, maquina encargada de

perforarios muy finamente para ventidar la pasta y estmular e! desarrollo del moho
interior.
El afinado prosigue en la cava durante un mes y medio o dos por término

medio a ja temperatura de 7 a 8°C Durante ef afinado se raspan varias veces los
quesos para ir ebminando la capa blancuzca de mohos y de bacterias que

obstruyen la entrada de los canales de ventiacion
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Una vez terminada fa maduracién del queso se procede a cnvolverios en

papel de estafio o de aluminio. Si no se venden inmediatamente, se almacenan

en frigorificos a una temperatura entre 1 y 4°C con lo que su conservacion puede
prolongarse varios mesecs.

1,72 QUESQ BLEU D'AUVERGNE.

Es un queso de leche de vaca cuya presentacion y fabncacidn se parecen
a las del Roquefort. £1 afinado se reahza en locales cuya temperatura y humedad
se obticne artificialmente. .,

Al principio solo lo fabricaban o¢n granja,
La leche suelc ser de calidad bastante mediocre. Para

los geérmenes responsables de ia

pero hoy se fabrnican ya en

instalaciones industnales.
evitar en el queso el desarrolio ultenor de
hinchazodn (bacterias coliformes o levaduras) conviene proceder a una siembra de

bactenas licticas puras antes de somelerio a '‘a accidn del cuajo La leche

alcanza entonces una acidez éptima de alrededor de 22°D (°D= acidez utulable
10ml de leche fresca dan normalmente una titulacidon de 1.4 a 2.0 m! de NaOHR
0.1M equivalente a 14 6 20 °D),,

La fabricacion es muy parecida a Ia descrita para ! Roquefort Se cuga en
de 30-32°C., después se corta la
La introduccién en

una hora u hora y cuarto a la temperatura
cuajada antes de verteria en el cajdn-carretilla de desuerado.
moldes y la siembra del moho se realizanigual que en ¢l Roguetfort Se deja
reposar los quesos a 19-20°C durante 3 a 5 dias en una mesa de desuerado,
donde se les da vuelta y lava con bastante frecuencia, a fin de eliminar ia capa
grasienta amarillenta de Geotrichurmn lactis que se desarrolla. A continuacion se
efectua el salado varias veces en [os tres dias siguientes. El saladero debe estar a
10°C .24
Una vez "picados”, se colocan los quesos en cava, cuya temperatura es de
9 a 10°C y la humedad de 90 a 95 %. Aqui se mantiencen 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 estario o aluminio, ponerios después en cajas y

30



dejar que termine lentamente su maduracién en camara fia a 2-3"C, con lo quo se
reducen bastante las pérdidas da corteza.,g
L7.3 QUESO LE BLEU DU HAUT-JURA.

Este tipo doe quesos se presenta en forma de cilindro y con un peso de 6 a
8 kg. y con 25-33 cm de didmetro y de 7 a 11 cm de altura. La corteza es seca.
amarillenta o rojiza, ligeramente harinosa y a menudo agrictada. La pasta es
blanca. con motas de mohos azules.qq

En 1935 se delimitd legalmente ia zona geografica de la fabricacidn del
Bleu del Haut-Jura. Esta delimitacidbn no concieme solamente al territorio, sino
también a la altitud. La fabricacion es ilegal por encima de los 800 m. Esta
disposicidon esta destinada a garantizar la calidad bacteriolégica de la leche con
que se trabaja. ;g

La adicion del cuajo se realiza sobre una mezcla de leche de la vispera,
que se deja madurar por la noche para constituir un fermento lactico natural y
leche fresca del dia.

La coagulacidn tiene lugar a 26-28°C en dos horas, en una cuba de madera
(seille) con aberturas en la periferia susceptibles de ser obstruidas. Cuando el
codagulo estad hecho, se rompe lentamente y luego se deja reposar 1a cuajada
durante una hora. Por las aberturas de la cuba se extrae entonces cl suero.
Cuando ¢l desuerado va ya muy adelantado. se pone la cuajada en moldes de
madera perforados y cubiertos por una teta. El desuerado prosigue asi o a la
temperatura de 22-23°C, ese mismo dia por la tarde, o al cabo de 5 & 6 horas, se
quitan los moldes y se coloca los Qquesos en cubetas individuales,
desprovistas de agujeros. dentro de las cuales se salan superficiaimente. El suero
que exuda se acumula en Ias cubetas y forma una saimuera Que bafia los quesos.
Al cabo de una semana los quesos se retiran de sus cubetas., se pulen y se
agujerean antes de llevaros a la cava (10-12°C). E! moho azul se desarrolla
espontaneamente dentro de los quesos durante el afinado, que dura al menos de
1 a3 meses.,
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1.7.4 CARACTERISTICAS DE OTROS QUESOS AZULES.

El queso Stilton originario de inglaterra es elaborado a partir de leche de
vaca, generalmente no necesitan el microorganismo iniciador que se adiciona ¢n
ta cuajada y el anejado se realiza a 10°C durante 3 0 4 meses,s. Son por lo
general mas secos y menos salados que muchas de las otras vanedades. Sin
embargo, el elevado costo de la mano de obra y de los intereses financieros estan
obligando a los fabricantes de queso a elaborar quesos azules de maduraciéon
mas rapida, que por esta misma razén
elaborados por ¢l procedimianto

no poseen las caracleristicas genuinas de
bouquet de los tradicional  (de  larga

maduracidn) ;s
El queso taliano Gorgonzola ha sido imitado por los daneses (Mycella) y

posee una variedad en color blanco: el “pannerone”. El nombre onginal del queso
Gorgonzola era Stracchino debido a que la raiz Stracco significa literalmente
“cansado”. debido a que lta leche empleada para la elaboracion del queso
provenia de vacas cansadas que habian caminado largas distancias a traveés de
La coneza del Gorgonzola es rojiza y salpicada de agujeros

los Alpes ltalianos .
Es de color blanco-crema y las estrias

para favorecer la penetracion del aire.
internas son de color azul mas Intensc que el de otras variedades de queso de

este tipo. Su bouquet es a especias, algo picante, pero agradable. Originalmente
este queso se elaboraba con la cuajada de dos dias consecutivos, pero en la

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

y se utitiza la cuajada del dia ;;
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1.8, COMPOSICION QUIMICA DE LOS QUESQS AZULES,

La composicion de jos quesos afinados varia con el tiempo, puesto que se
fabrican a partir de leche cruda no normalizada. En el queso Rogquefort, el
extracto seco total oscila alrededor del 60% y 12 materia grasa pasa a veces del
55%. El rendimiento es de aproximadamoente 25 kg. de queso afinado por cada
100 It de leche. Las fabricaciones dc¢ scgunda clase suelen venderse a veces
bajo la denominacién de "“Blous de Brevis™ ( azules de oveja).o,

El queso Bleu d'Auvergne contiene 50% de materia seca y 40% de matena

grasa. E! queso Bleu du Haut-Jura contienc 45% de materia grasa y un 58% al

menos de extracto Seco.xq

TABLA 2 PROMEDIO DE COMPOSICION QUIMICA DE LOS PRINCIPALES
QUESOS AZULES

r":po_m BE|QUESO |DANABLUE,, | DANABLUE,, | GORGON- | ROGUEFORT 4
SompuEsTO | AZULIS ZOtAw B

Kcalorias. 365 354 394 365-380 365-380___ |
Humedad (q) 415 NR NR 4143 3940
Grasa (g) 304 295 36.0 3033 20-31
Proteina (q) 21.3 20.1 16.5 19-20 21-22
Carbohidra- 1.5 20 1.0 1.0-2.0 2.0
tos{qg)

Sal (g) 4.0 373 35 12 5-6
Otros 2.8

Vit A (u.i) NR 858 1025 NR NR

Vit. D (u.i) NR 12 15 NR NR
Calcio (mg) | NR 620 710 NR NR

NR= No reportado.
15.- KOSIKOWSKI, F (1978) “Cheese and Fermentod Mik Food™ Edwards Brother's USA

16 - MADRID. A (1993) "Nuevo Manual do Tecnologia quusera™ AMV Espann
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1.9. DEFECTOS DE LOS QUESQS AZULES,
Los defectos de los quesos de vena azul son corrientes en muchas de

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

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

grandes cantidades de microorganismos coliformes provoca la formacion de gas,

que revienta !la corteza. La presencia de antibidlicos en la leche deticne el

crecimiento de las bacterias lacticas dando ilugar a al formacién de cuajadas
blandas, de textura apretada. Por el contrario, su crecimiento excesivo provoca la

formacién de cuajadas muy acidas y cortezas quebradizas y agrietadas que

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

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

fermentacion coliforme, ya que se considera que colaboran en la preparacion de

la cuajada para el mejor crecimiento de los mohos. Sin embargo, un numero

excesivo suele provocar bouquets anormales y cambios de color en la masa.



1.10. CARACTERISTICAS DEL PENICILIUM (GENERQO-FORMA)

Los penicilios son los denominndos mohos verdes y mohos azules, que

frecuentemente se cncuentran en los citncos y otros frutos (y que generalmente

atacan y destruyen a los frutos), en los quesos del frigorifico y en otros alimentos
qQue han sido contaminidos con sus esporas. Los conidios de Penicifliurni, como
los de Aspergiflus, estan por tndas partes, en el are y en el suclo

Ef Penicidlium produce algunas veces perturbaciones en los silos, en donde
de material ensilado, haciendo que sea

hecha a perder grandes cantidades
Muchas espeaecies de Penicitliun son capaces de

inapropiado como alimento
producir dcidos organicos, como citnco, fumarico, oxalico, glucémcecoe y gahco ,

Industrnialmente, los penicthos son también importantes en 1a fabncacion de

able del sabor del queso

quesos y antibidticos. El Percillium roquelorti es respons:
quesao azul dandés y el

asi como también ¢l queso  itahano

de Roquefort,
Gorgonzola maduran gractas a la accion de cientos Penicithum |

E! ciclo vital de un Penicillium tipico es muy parecido al de Asporgilius, pero
la morfologia dec las estructuras difiere considerablemente.  El micclio produce
conididforos, simples, largos. erectos, que se ramifican a unos dos tercios de
distancia hacia ¢! apice. de una manera caracteristica, simétnca o
asimatricamente, en forma de escoba. El conididforo. comunmente denaminado

pincel, recibe el nombre cientifico penicilo (L ponicifflum=pincelto) La ramificacion
mualtiple del comdidforo termina en un Grupo de fidlides que sostienen largas

cadenas de comdios. ;
Peniciltium roqueforti (ver

especies, relacionadas ambas con la maduracion del queso azul o Roqguelort
Colomas en general muy extendidas. verde azulado. luego verde oscuro,

aterciopeladas, lisas. con bordes wregulares que constan de lincas radiales de

fig.2).(Antiguamente Stellata) Exsten dos

conididforos, lamadas por lo comun araneosas por su semejanza con la tela de

arana; reverso a veces casi mncoloro, pero mas a menudo verde muy Oscuro. casi
negro; penicilios claramente asimétricos, en general con lres niveles de

ramificacién; conididforos rugosos, de 4 a 6 1 de didmetro; metulas a menudo

35



rugosas: fidlides 8-12 x 3-3.5 . conidios globosos o casi globosos; en su mayor
parte de 4 a 5§ u de didmetro, pero a veces mayores, lisos, dispuestos en
columnas sueltas o en cadenas enmaranadas. La mayoria de las cepas aisladas
se desarrollan normalmente en casi cualquier medio de cultivo, pero algunas
otras. especialmente las del Roquetort francés, crocen muy pobremente en agar-
Czapek. Todas ellas se desarrollan bien en agar-malta y muchas producen

conididforos lisos .5 El Penicithum roqueforti ¢

1o Gnicnr especie de los Penicillium
que puede crecer en un medio que contenga 0.5% de acdo acético y a altas
concentraciones de etanol y a muy bajas concentraciones de oxigeno. Es faci de
reconocer y crece bien cn agar de sucrasa-creatina (CREA),

El Penicillium roqueforti es empleado en 1a maduracion de los quesos del
tipo Roquefort, Stilton, Gorgonzola y otras vanedades. Se halla tambien con
frecuencia en los hacinamientos de forrajes v abonos

Penicillium casecei. Dificre de! anterior en que crece mas despacio,
careciendo de margen aracnoideo y con ¢l reverso de las colonras amanllo a
pardo. en lugar de verde. Se relaciona con c1eros qUESOSs SUZos

Penicillium oxalicum. Colonias extensas, verde mate, cuyo margen wvira
del verce al pahido al blanco, aterciopeladas. con densas masas de esporas que
tienden a formar costras cuando se agita el cultivo, reverso incoloro, amarillo
palido o rosado; penicihos irreqularmente bivertictlados, o menudo con rami y
métulas que arrancan del mismo punto; conididtaros hsos, 3 5 a 4.5 11 de diametro,
conidios clipticos. isos, en su mayor parte de 5 2 55 x 3 a 3 5 11, con cadenas
reunidas en columnas. Se reconocen faciimente por su esporulacion abundante
Colonias verde oscuro y grandes conidios elipticos Cuando se conservan en
cultivos tienden a bhacerse flocosas, con produccion condial muy reducida. Comun

en el suelo, se encuentra a veces como parasito de las platulas del trigo. ;5
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1,11, LIPASAS

Las enzimas controlan muchas de las reacciones naturales en la vida. En
1926 Summer cristalizé la primera enzima: la ureasa; pero el concepto de enzima
no se habla definido. g

Como unidades organicas, las enzimas catalizan o aceleran las reacciones
pero no son parte integral de la reaccidn misma. Las enzimas puecden ser
proteinas que se dispersan o son solubies en agua, alcohol y acetona. Ninguna
es dializable, esta es una propiedad en donde una sustancia puede pasar a traves
de un poro pequefio de una bolsa de celulosa o colodal.

Las enzimas naturales qQue se encuentran en productos lacleos son
principalmente: proteasas, lipasas, fosfatasa alcalna y fosfatasa Acida. catalasa y
peroxidasa. De estas. las lipasas y proteasas tenen gran influencia en !a
maduracidn de los quesos, pero su presencia es tenue. Esto es debido a que las
enzimas naturales de la leche (excepto la peroxidasa) son sensibles al calor
(temperatura mayor a los 70°C) y no son activas a pH de quesos en maduracién
temprana (pH 4.6-5.5). En los quesos Camembert, 8rie 0 Azul, el pH aumenta con
el tiempo para ser medic atcahino, por lo que bajo tales condiciones las lipasas o
proteasas desarroltan un papel importante para que el queso obtenga las

caracteristicas descadas ,,

1.11,1 DEFINICION

Las glicerol-éster-hidrolasas o Tracighcerol-acilhidrolasa EC. 3.1.1.3 o
Lipasas son enzimas que hidrohizan tn-, di- y monoglicéndos Esta hidrolisis
puede criginar tanto di- y monoghcéndos como acidos grasos libres. Algunas
lipasas liberan, al hidrolizar la grasa de¢ ia leche. acidos grasos de cadena corta,
los cuales desarrollan sabores y aromas caracteristicos. p,

Las lipasas son enzimas que tienen la capacidad de descomponer las
grasas de la leche en sus acidos grasos y glicerina. La pasteurizacién a 72-75°C
durante 20 a 30 segundos las destruye en gran medida. Para su destruccion total
se necesitan temperaturas superiores a los 100°C. Las lipasas de la leche se

encuentran en las membranas de los glébulos de grasa y también en el suero. o
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bien unidas a micelas de caseina Las lipasas contribuyen al desarrollo de

aromas y sabores en el queso al descomponer las grasas. A veces, las lipasas de
ciertas bacterias (Pseudomonas. Micrococos, etc) pucden provocar la aparicidn de
el quoso. por lo que algunos queseros

aromas y sabores desagradables en
Esta practica

agregan sal a la lechoe, lo que inhibe el desarrollo de las lipasas
tiene el inconveniente de que los quesos retenen mas humedad y el suero es

salado y de mas dificd aprovechamuento.,,,
En otros quesos se busca una lipdhsis fuerte, por lo que la actividad lipasica

es apreciada y fomentada La lberacidn o descomposicidn de la grasa se

prodtuce por otros mecanismos ademas de por 1a accidn de las ipasas
1) Por la agitacién (bombeo. ciculacidn por tuberias, etc.) se hbera parte de ia

grasa
2) Por el calor se hbera grasa liquida,
3) Por la homogeneizacidn mecanica a altas presiones se rompen las membranas
protectoras de los gldbulas de grasa

Todas es!as acciones mecanicas y calorificas facilitan {3 accion de las
lipasas que sc encuentran con grasa libre, a ia que pueden atacar mas

facilmente. ¢
Se han comprobado grandes variaciones en el desarrollo de la rancidez,
La procedente de vacas diferentes sometidas a

segun el ongen de la leche.
para el

idénticas condiciones de explotacion trene  distinta  facilidad

enranciamiento.
Este fenémeno no parece que tenga relacidn con {a raza m con la estacion
del ano: por el contrario, algunos regimenes alimenticios favorecen la lipdlisis.

Las leches del final de Ia lactacién, "leches viejas™ son mas sensibles a la accion

de las lipasas.,
Los alimentos verdes tienen tendencia a impedir la accidn lipasica. existe
un antagonismo entre el defecto enzimatico de la rancidez y el defecto quimico de

la oxidacion. Asi, la acidez. el oxigeno disuelto. fos metales Cu, Fe, etc. tienen

una accién retardadora sobre la lipdlisis, pero favorecen [a oxidacion.,
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La liberacién de los acidos grasos provoca una reduccidn de la tensién
superficial (el grado de hidrdlisis se determina por esta medida). por 1o tanto, 1o
aptitud para la produccion de espuma aumenta. En los quesos madurados 1a
lipdlisis es un proceso normal a causa de las ipasas microbianas y fungicas. que
influyen en el aroma. La proporcién de acidos grasos libres, que normalmente es
de 0.25% en la grasa de la teche, puede clevarse hasta et 6% en los queso
madurados con mohos superficiales (Camembernt), por el contrano, aumanta poco
en los quesos no enmohecidos (Gruyere). La hwdrdlisis hbera preforentemente
acidos grasos insaturados.

En gencra!, podemos decir que. dentro de una situacién controlada, tas

enzimas contribuyen de forma importante al desarrollo de aromas y sabores
tipicos en los quesos, por o que su destruccon por ¢l calor puedoe suponer 13
pérdida de ellos. Este es uno de los pnnapates problemas que plantea la

pasteurizacidn de la leche que se destina a 1n produccidn quesera o,

1,112, FUENTES DE OBTENCION.

Las lipasas so encuentran amplinmente en los animales, plantas y
microorganismos. En particular, 1as lipasas obtenidas a partir de microorganismaos
se diversifican segun sus propiedades enzimaticas y especificidad de sustratos.
Consecuentemente, las lipasas microbioldgicas

industrial.,g

tienen un gran uso a nivel

Las lipasas utilizadas para la elaboracidon de productos lacteos
tradicionalmente han sido obtenidas de cabras y borregos en estado de lactancia
la
coagulacion de la leche, una pasta elaborada a partir de los estdmagos enteros.
incluida ta leche ingerida por el animal.

El procedimiento tradicional de elaboracion dc¢ queso (ltaha) utibza, para

Esta pasta proporciona al gueso un sabor
picante caracteristico (queso romano, provolone y fontina). que no es obtenido

cuando se clabora el queso utilizando los estomagos limpios para la preparacion
de ta pasta. Después de varios estudios. Farnham (1946) concluyd que la enzima
responsable de tales cambios es una esterasa secretada por glandulas ubicadas
debajo de la lengua de las cabras. terneros y borregos lactantes. .4
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Otras fuentos de obtencibn de lipasas son de microorganismos como Mucor
miehei, Penicilliurmm roqueolforti, Ponicillium caseicolum, Aspergilius nigoer, Rhizopus
delemar, etc. ,q4

A continuacidn se muestra una comparacidén cntre lipasas de diferente
procedencia. Esta comparacion se basa en la liberacidn sclectiva de acidos
grasos libres de la croma.

TABLA 3 LIBERACION SELECTIVA DE ACIDOS GRASOS LIBRES DE LA

CREMA 4, R

FUENTE O BUTIRICO CAPROICO Ccapiritico CAPRICO LAURICOT

LIPASA {Mot30) (MoiI™%) (M%) {Mot%) DE MAYOR
1 P M (Moey)

PASTA DE RENINA 378 ERE] L) e 336

OE CABRA _— .

ESTERASA a3 a 157 7E LF) PN

PREGASTRICA DE

CABRA

ESTERASA TR 3 47 93 198

PREGASTRICA DE

BORRE

ESTERASA a6 7 &9 an 07 390

PREGASTRICA DE

TERNERA —

LIPASA OE LECHE 135 b 2 102 CR A 60 &

LIPASA 84 23 TRAZA TRAZA 80 1

PANCREATICA

LIPASA DE A _nmgor a3 1 189 202 17 s TRAZA

13 -HUANG. H.T. (976) Enhahcement of Cheese Flavors with Microbal Esterascs.  Eotechnoiogy

and Bioongincorng USA V 18 p 909-919

La lipasa del Aspergillus niger ha estado disponible por mucho tiempo.
Esta lipasa libera acidos grasos de la leche de C, a C,; . Su actividad es
semejante a la de las esterasas pregastricas. La lipas de A. niger presenta
actividad baja o casi nula sobre los tnglicéndos con acidos grasos de elevado
peso molecualr. En este caso, et perfil total de sabor en queso producido por ta
lipasa de A. niger posce las caracteristicas que el inducido por la esterasa
pregastrica .y,

La lipasa de Aspergillus orizae ha sido satisfactoriamente utilizada para el
desarrollo del sabor en quesos azules en conjuncidn con esporas de Penscillium
roqueforti, sin embargo, el sabor del queso azul puede ser producido por
fermentaciéon sumergida de P. roqueforti sin la mediacion de lipasa mucrobiana.,
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1.11.3, USOS DE LIPASAS EN ALIMENTOS.

En la industria lactea, las lipasas pregastricas son usadas en algunos
quesos para desarrollar o aumentar ol sabor, acelerar el proceso do maduracidn o
ayudar a la produccidn de productos tipo queso. Los acidos grasos de cadena
cora aobtenidos por las lipasas no solo funcionan como componentes del sabor,
también como precursores de otros tipos de sabores. Aunque es evidente que las
lipasas de ongen animal tiberan principalmente dcidos grasos de cadena cona, las
tipasas de origen microbiano liberan pnncipalmente acidos grasos de cadena
larga..e

El mercado de estos productos es muy amplio debido a la gran aceptacion
de éstos por el publico en general. Inicialmente se han utiizado lipasas de origen
animal en 1a elaboracidn de quescs, pero desde los affos selenta se intensificaron
1as investigaciones para cmplear enzimas de origen microbiano.,y Las lipasas
también son empleadas con reacciones de interesterificacion, como aditvo en
alimento de animales domésticos o como modificador de grasas en la producciéon
de un sustituto de cocoa .y,
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1,12, CAMBI0S BIQQUIMICOS Y ORGANOLEPTICOS OCASIONADOS POR
LIPASAS DURANTE LA MADURACION DEL QUESO AZUL,

La maduraciéon o curado de los quesos significa colocar un queso “verde”™ a

un almacenamiento donde se controlan la temperatura y la humedad relativa del
drea por cieno tiempo. Durante este almacenamicnto, el queso adquiere
caracteristicas de textura, sabor y aroma caracteristicos. Cada queso requiere
condiciones diferentes de maduracion. El queso Cheddar puede madurar bien a
temperaturas de 5°C y a una humedad relativa del 85%. en cambio el queso Azul

requiere 10°C y 95% de humedad relativa para el desarrollo inicial del moho y 4°C

y 90% de humedad relativa para obtener las caracteristicas particulares de este

QuUEeSOo.,s

Antes de que se inventara la refrigeracidn, en inglaterra, Irlanda, Estados
Unidos y otros paises realhizaban la maduracidén a temperatura ambiente, lo que
ocasionaba una falta de control en ¢l desarrollo de! sabor y de textura, aunque la
maduracidon sec realizaba muy rapido, pero tambien se desarrollaban otros
microgrganismos no deseados que ocasionaban 1a
Al cubrir los Quesos con parafinas y mantenerios ¢n cuares himpios
mantuvo un control mas

grandes pérdidas en

produccion.
de refrigeracion se redujeron estos problemas y se
estricto en su calidad, aunque esto significara una maduraciéon por un tiempo mas

prolongado g
Cuanto mas alta es la temperatura durante el almacenamiento, mayores
son las pérdidas de humedad en ios quesas. La evaporacion del agud tiene fugar
por toda la superficiec del qQueso £n su movimiento hacia el exterior el agua
arrastra sustancias solubles (lactosa, sales, etc.). que tienden a acumularse en ia
carteza dei queso, que, por lo tanto, sera mas ricd en estos elementos que la

masa interior. 45
Durante la primera fase de inaduracidon. cuando el queso esta mas humedo

se le suele dar ia vuelta para que se seque uniformemente y tenga una forma

adecuada, ya que por su propio peso tiende a deformarse. ¢
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Es importante hacer notar que cuanto mas baja sea la temperatura se
disminuyon las reacciones quimicas y transformaciones provocadas por las
bacterias y otros organismos presentes en la masa y superficie del queso. Para
evitar que la pérdida de humedad sca excesiva en los Quesos que se estan
madurando, las camaras o espacios naturales deben tener humedad relativa alta
(65 al 95%).,6

En los 10 primeros dias de almacenamiento, las perdidas de peso de los
Quesos son mayores cuanto mas baja es la humedad relativa. Asi. tenemos que
para una humedad relativa del 90% 1la pérdida de peso en esos 10 dias puede ser
del 1.5%, mientras que sila humedad cs del 80% se acercara al 3%,

También cuanto mayor es la awcacion existente en una camara de
maduraciédn, mayor es la pérdida de peso en los guesos  Una ciena arreacion es
conveniente en el procese de maduracion de muchos quesos. ya que ayuda a
uniformizar las condictones en toda la estancia. Para ello también es conveniente
invertir la dircccidn del flujo de aire y cambiar los quesos de posicion. Ademas. el
aire debe ser bien distribuido por todn Ia camara, evitando qgur tenga que cubnr
distancias largas. Cuando la aireaciun ¢s suave (0.im/s veloadad del ase), la
pérdida de humedad no llega al 2% al cabo de 10 dias, pero st la veloadad del
aire llega a 0.5 nvs, la pérdida de peso en los quesos llega al 3%,

La economia ¢n ocasiones determina que tan rapido un queso se debe
madurar, aunque esto no impliQque que las coracteristicas del queso se deban
perder s,

La maduracién ocasiona muchos cambios en ¢! cuerpo y sabor de los
quesos. Un indicador de estos cambios es la vanacion de pH. Después de 24
horas de haber salado un queso Cheddar, €l pH es entre 5.5 y 5 2, pero en sers
mesas aumenta a mas de 55 a 5.6, debido a la produccidon 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 tiene un pH de 4.8, pero en 4 meses a 7°C aumenta a 7.2. Este
cambio refleja los grandes cambios ocasionados por los compuestos que se han
formado durante la maduracion.
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Los microorganismos prosentes en {os quesos vienen determinados por

muchos factores:

* Tipo de fermentos anadidos a la leche.

= Utilizaciéon o no de mohos en la superficie de! queso.

* Calidad microbiolégica inicial de 1a leche.

* Composicion de ta leche en proteinas, grasas, lactosa, etc.

* Presenoa de sustancias inhibidoras (anubidlicos, pesticidas, detergentes, etc.)
* Humedad, temperatura y arcacidén durante a maduracidn

* Contenido de sal en los quesos

* Acidez del medio (pH).

= Calidad higiémca del proceso de etaboracidn, etc.

La poblacion bacteriana presente en los quesos es uno de los principales
responsables de las transformaciones que se producen en los mismos durante la
maduracion en CAmaras., g

Las bacterias y las enzimas bacterianas atacan a los componentes del
queso (proteinas, grasa, lactosa) descomponiéndolos en parte y dando lugar a
productlos aromaticos tipicos de cada variedad. g

Las enzimas microbianas desempefian un papel importante en ei
desarrollo de sabor en los quesos. Ademas de las enzimas originalmente
presentes en la leche y las utilizadas para la coagulacion, trabajan en c! desarrollo
de las caracteristicas de los quesos las enzimas producidas por los cultivos
iniciadores de organismos residentes en el queso, en diferentes etapas durante el
proceso de maduracian.

Las proteasas al degradar a la caseina modifican la textura y el sabor del
queso maduro. Las lipasas al hidrolizar los trigticéridos de ia leche proveen acidos
grasos y precursores de metil-cetonas. El complejo enzimatico involucrado en ia
oxidacién parcial de los acidos grasos libres y las propiedades de f-cetoaci!
descarboxilasa generan 1os mayores componentes de sabor en el Queso.,,

Cada queso tiene su sabor. El sabor se origina a partir de las protelnas,
grasas y lactosa que se descomponen, dando lugar a aminoacidos. peéptidos,
Acidos grasos, acido lactico. cetonas. aldehidos, ésteres y alcoholes

secundarios.,s

45




La lactosa puede doscomponerse en: acido lactico por bacterias lacticas,
en Acido butirico por bacterias butiricas, en CO, por coliforrnes, en alcohol etllico
por fermentos alcohdlicos, etc. Las proteinas son descompuestas tanto por los
propios fermentos como por la renina, produciéndose péptidos y aminoacidos.
Esta descomposicion puede ser aun mas fuerte legando hasta el amoniaco, como
pasa en los quesos de pasta azul, donde Ilos aminoacidos sufren una
descomposicion posterior. Por elio. los quesos azules tienen un aroma fuerte. ¢
Muchos aminocacidos incluyendo {a prolina son dulces, y pocos SON amargos. s

Las grasas son descompuestas por la enzima lipasa en glicerina y acidos
grasos, asli como en aldehidos y cetonas. compuestos todos que también
contribuyen al conjunto de aromas del queso.,, Los acidos grasos como el
butirico son rancios. mientras que el caproico. caprilico y caprico son picantes.
Las cetonas, parnticularmente las que tiecnen de 7 a 9 carbones desarrollan gran
cantidad de aroma. En el queso azul se desarrollan metil cetonas en una
concentracion de 90 mg/kg. acidos grasos libres de 48,000 mg/kg y 10mg/kg de
alcoholes secundarios. s

Todo este conjunto de productos procedentes de la descomposicion de los
componentes del queso por ia accidn de microorganismos y sus enzimas son los
que determinan el aroma y sabor de los quesos en conjuncién con las proteinas,
grasas. etc., que no se han descompuesto y que son la mayor parne. ¢

La fabricacidbn de un queso azul de calidad depende criticamente del
metabolismo de los lipidos presentes. El sabor dominante en los quesos azules
como ya se menciond es causado por metilcetonas, las cuales son
predominantemente derivadas via la parcial oxidacion de los acidos grasos libres
en el queso. .,

Debido a la correlacidn cercana entre los niveles de acidos grasos libres y
la formaciodn de maetil-cetonas. el papel de las lipasas es muy importante, ya que
estas proporcionan los acidos grasos libres necesarios para la formacion de
sabor. LoOs acidos grasos también proporcionan sabor y son precursores de las
metil-cetonas. En ausencia de una lipdlisis 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 aAcidos grasos en los quesos azules.,, Durante la maduracién, se presenta una
acumulacion gradual de metil-cetonas. El rango de liberacion de acidos grasos
puede fijar l1a produccion de metil-cetonas debido a que la adicién de lipasas o el
inccemento de los niveles de lipasa del! moho aumenta la liberacidon de acidos
grasos libres y la formacion de metil-cetonas. Las metil-cetonas son derivadas de
Ia oxidacion parcial de los acidos grasos liberados por la lipasa.

LiPIDOS

i LIPASAS
ACIDOS GRASOS

N-OXIDACION
ca// TIOLASA
CEYTO ACIL-CoA ACIL-CoA + ACETIL-CoA

t

TIOHIDROLASA

B-CETQ ACIDO 2-ALCANOL
\:cammw /uc‘rm
2-ALCANONA
Fig. 3 de los aci grasos por el Penicillium roquefort/i como ocurre

en ¢l queso azul. El grupo acll pucde contenor de 4 a 6 Atomos de carbono.,

47



Las lipasas y esterasas calalizan tres lipos de reaccion (ver fig. 4).

accion catalitica de la lipasa es reversible.

La

(1) HIDROLISIS DEL ESTER
o

i [
R— C-O—R’ + HQ ————————"R-C—OH <+ HO—R"
(2) SINTESIS DEL ESTER
o o
1 [
R—C—OH + HO—R’ -+ R--C—O-—R + H,O
(3) TRANSESTERIFICACION
(3 1) ACIDOLISIS
[« o o
1 1 1 ]
R~—C—0O—R +Ry— C— OH L R —C—O—R + R~—C—OH
(3.2) ALCOHOLISIS
o o
] 1
R—C—O~R,” +HO —R’, —_ 4+ R—-C—0O—R; » HO—R",
(3.3) INTERESTERIFICACION
o o o [
i ] [] 1
R—C—0O—R, +R;q— C—O— R, ——*R,—C—0O-—R; + R C—-0O-R",.
(3.4) AMINOLISIS
o o
1 1
R—C—O—R, +H;N—R", —— s R—C—NH—R; + HO—R,
Fig.4 Tipos der ] por las lipasas.;g
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1,13, ACTIVIDAD ENZIMATICA,

Como ya se menciond antes las enzimas pueden ser proteinas que se
consideran como catalizadores bioldgicos que siguen por tanto las reglas
generales de la catalisis.zo

E! modelo de catalisis enzimatica mas simple y mejor conocido os el de
Michaelis-Menten desarrollado en 1913. La teoria de Michaelis se ha desarrollado
para las reacciones en que existe un solo sustrato (S) y supone la formacion de
un complejo enzima-sustrato (ES) que posteriormente da lugar al producto(P),

regenerando la enzima (E), segun se muestra en las siguientes reacciones o,

K, Ky
1) E + S = ES = E + P
K-I K-?

Desarrollando las ecuaciones de velocidad que implican estas reacciones,
suponiendo que se alcanza el régimen estacionario, d(ES)/dt = O, que la reacciébn
que da origen al producto es practicamente irreversible y que ta velociad (v) de

reaccion, dada por :

(2) v =dP/dt =k, (ES)
la velocidad es maxima (V,..) cuando la totalidad de la enzima en el medio se

encuentra en forma de complejo:

(3) V=V S/Km + S  donde: (4) Km=K' +«K; / K,

Km es la constante de Michaelis (ver fig.5) y equivale a la concentracion de
sustrato para la cual la velocidad es la mitad de la maxima, también indica la
afinidad que tiene la enzima por el sustrato en cuestion. pues cuanto menor sea
su valor, menor serd la concentracidn de sustrato para la cual la enzima alcanza

su valor maximo de velocidad. ;g
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Orden
fraccionario cero

Orden
uno

Km S

Filg. S Representacion grafica del comportamiento cinético observado on enzimas
que obedecen al modolo de Michaclis-Menten.

Se ha estandarizado el potencial catalizador de las enzimas definiendo
para cada enzima lo que se conoce como UNIDAD de actividad enzimatica. una
Unidad intermacional (U.l.) equivale a la cantidad de enzima capaz de catalizar la
transformaciéon de 1y mol de sustrato por minuto en condiciones especificas de
concentracibn de sustrato. temperatura, pH y fuerza iGnica. Esta definicidn no
siempre se puede aplicar porque en algunos casos es dificil medir analiticamente
1a desaparicidn de sustrato o la aparicién de producto. Esta es la razdn por la que
en la literatura especializada se encuentran diferentes definiciones adaptadas a
casos especificos. Las unidades ecstaran dadas en ml de solucidon o en mg de
producto. segun el estado fisico. La actividad especifica se da en mg de proteina
y es un parametro indispensable en la evaluaciOn de 1a pureza o de un proceso de
purificacion de las enzimas.og

Como toda reaccién quimica, las reacciones enzimaticas se modifican con
la temperatura, el fendmeno comun de aumento en la velocidad de reaccidn
cuando aumenta la temperatura, dada ia mayor energia de las moléculas,. se
sobrepone a la desnaturalizacion de la enzima debido a su origen protesco. El
resultado global de estas dos interacciones da como resultado un perfil con un
maximo de velociad a una temperatura que se ha denominado optima (T° optima),

ver ig.6,9
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“~.,___o— Efecto cinético
v

Perfil observado Desnaturalizacion de

12 enzima

T
T © Optima T

Fig. 6 Efecto do |Ia temperatura {T) en una reacclon catalizada por enzimas.
La parte correspondiente al efecto cinético se puede describir con la Ley de

Arrhenius:
(5) K = Ae Em I RY

Donde: K es la constante de veiocidad de reaccidon, R la constante general
de estado gaseoso, T la temperatura en K y Ea la energia de acitvacion
caracteristica de cada enzima.

En cuanto al pH, el comportamiento que siguen las enzimas es similar al
descrito para la temperatura (fig 7). este efecto se puede deber a tres fenémenos
independientes:

* Desnaturalizacion irreversible de las enzimas a pH extremos, debido a la
pérdida de su estructura especial por ruptura de enlaces no covalentes.

* jonizacion del sustrato si es que posee grupos polares.

- Estado de ionizacion de la enzima.;,

Es necesario hacer notar que el pH al cual la enzima alcanza su maxima
actividad no coincide necesariamente con el pH al que observa su maxima
estabilidad.

Para realizar el estudio cinético de una enzima dada. se debe determinar la
variacion de la velocidad inicial de reaccidn a diferentes concentraciones de
sustrato, en condiciones oOptimas de pH y temperatura y una determinada
concentraciédn de enzimas. ;g
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pH optimo pH
1 por

16

Fig. 7 Efocto delpH en unar

La informacién cindtica (Km y V,,.) s¢ puede obtener directamente de una
grafica tipo Michaelis (V contra S), aunque con bastante frecuencia se emplean
algunas de las modificaciones algebraicas de la ecuacién de Michaelis:

1)1V = (KmMUWVoy, (1/S)) + (1/V )
2)YV= -Km({V/S)+ Vmax
3)S/iv = (KM/V ) + (S/Voa)
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1w

Km/Vmax
1NV max

]

-1/Km 1S

Fig. 8 Representacion grafico do 1a 16n do Lir Burk
1) WV = (KmfV e (1/S)) * (11V i)

v Vmax

-Km

vIs

Fig. 9 Representaclién grafica de 1a ecuacién de Eadie Hofstee :
2)V= -Km(V/S)<+ Vmax

s

___l 1NVmax

Km/Vmax

Km s

1g.10 Representacion grafica de la ecuacién de Hanes:
3) Siv = { Km/Vma,) + (SIV ;)
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La cinética enzimatica Que s© ha descrito desempefia una funcidn
reguladora evidente en ¢l metabolismo: mas arriba de un cierto limite, 1a velocidad
de reaccidon es constante para cualquier concentracidn de sustrato. Este es ol
primer medio de! que dispone la célula para asegurarse condiciones constantes
en un ambiente variable.;q

Sin embargo, algunas enzimas presentan “desviaciones” respecto al
comportamiento Michaeliano, siendo 1a mas comun la inhibicion por exceso de
sustrato. Existen varias explicaciones a este fendmeno, pero una do las mas
aceptadas es Qque la enzima se une al sustrato por varios enlaces, por o que a

concentraciones fuertes dos moléculas de sustralo pueden ocupar un sitio activo,
volviéndolo inactivo. 4 (ver fig. 11)

\ A% hraY
l/mN,.m 1KV jmax
S -1/Km 1S Ky S
ig. 11 i6n por de sustrato en las repr ] dol delo de
Mich A vy de Lir -Burk, para el modelo:
Vo = o Veax Wy =_1_ +_Km _ + ___S___ -
1+ Km/S + SIK, Venas VimaxS KV oax

Otro caso de desviacion de la cinélica es el de "activacion por el sustrato™,
que supone la coexistencia equilibrada de dos formas de la enzima, una de ias

cuales presenta menor actividad. En este caso se observa el comportamiento en
ta fig. 12
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17/S

Fig. 12 Desviaciéon de la cinética de Michaells-Menten por un foenémeno de
“activaclén por sustrato”™.

Por otra parte, aunque no se le podria considerar especificamente como
una desviacion de la cinética michaelina, la reversibilidad de las reacciones
ocasiona comportamionios que no estan descritos en el modelo de Michaelis-
Menten. Cuando la reaccidn caracterizada en la ecuacion (1), por la constante
K? es de consideracion, el modelo se transforma en:

6) Va = e SVerse
S+ Ka (1+ P/Ky)
donde: Kao= K" +K™7 v Ky =__K'_ + K7
K™ KZ

P = concentracidn del producto (cuando P=0, este modelo se transforma en e! de
Michaelis-Menten).;,

Existen un gran namero de sustancias capaces de impedtir ¢l desarroilo
normal de las reacciones enzimaticas cuando se combinan con 1as enzimas y
gracias al estudio de dichas sustancias. conocidas como inhibidores, se han
podido clasificar en un cierto numero de casos. Se representa el mas sencilio, el
de enzimas monomeéricas con un solo sustrato que establecen solo un tipo de
interaccion con el inhibidor En l1a fig. 13 se representan y comparan las
principales formas de inhibicidn.

El pape! regulador de los inhibidores enzimaticos es de fundamental
importancia en el equilibrio de la actividad y en la economia optima de Ias rutas
metabdlicas.zo
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No Competitivo.-....___.
Compaetitivo

Acompetitivo
Sin inhibir

t s

ig. 13 Principales mecanismos de Inhibicién y modificaciones a 1a representacion
grafica de Lineaweavor-Burk.

Las ecuaciones de los diferentes mecanismos de inhibicidon son las
siguientes:

Compeltitivg E<> ES - E +P

-y
£l
AV = (KOV, 01 + 1/K,) (1/S) + (11 ,,)
-5
No competitiva E < ES —» E +P
-y ye
El e> ESI
+S

ANV = (KUV o M+ 1K) (1S) + (1) (1 + 1K)
-5
Acompelitiva E < ES - E +P
u-
EIS ~E+1+P

AV = (KmUV,0,) (17S) + (V) (1 + 1K)
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2. METODOLOGIA
2.1 OBTENCION DE LA CEPA DE Penicilium roquefortl.

La cepa del Penicilliurmm roqueforti se aisld de un queso azul comercial (Bleu
Se tomd 1g. del queso comercial. y se realizaron las siguientes

d'Auveme).
De I1a ditucion de 107 se tomaron alicuotas de 0.1mi

dituciones: 107", 107, 10
que se inocularon en cajas de Petri con agar PDA. Estas cajas se incubaron a

25°C hasta que crecieron las colonias de microorganismos (4 dias),

2.2 IDENTIFICACION DE LA CEPA DE Penicillium _roquefortl,

Se realizaron cultivos en agar Sabureau con acido acético al 0.1% para

comprobar que el microorganismo fuera el correctog y también se realizd un

microcultivo para observar al microorganismo bajo microscopio y asi verificar que
su morfologia coincidiera con la reportada bibliograficamente.; v ;3 Para mantener
la cepa viable hasta el momento de la fermentacion, se sembrd en un medio de

agar Sabureau.

m%@%mmmm&wm%w
PRODUCCION DE LIPASAS.

Se prepard un medio de cultivo para et
ia produccion de biomasa fuera la adecuada.

crecimiento del Penicillium

roqueforti, de tal manera que
Debido a que la lipasa extraceluiar del hongo es inducible, el medio de cultivo se
formuld de tal manera que contuviera los acidos grasos de cadena corta que

llevan a cabo esta nduccién. En la mantequilla se encuentran presentes los
siguientes Scidos grasos de cadena corta: butirico, caproico, caprico y caprilico

(Cs. Ce. Cg. Ciolra, 8.4
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Los hongos requieren para su desarrollo y crecimiento de fuentes de

energla y otros elementos como nitrégeno, hidrogeno, etc. Por lo general, las

fuentes de energia son los carbohidratos. ;o

Como medio de cultivo pueden scor utilizados productos que no estén

definidos quimicamente, como son: suero de leche, melazas, agua de remojo de

ciertos cercales como malz o trigo, sebo, aceites, etc. Estos productos presentan
la desventaja de que no son de composiciébn constante, su composicion varia con
el tiempo. el método de obtencidn utilizado no siempre es el mismo, asi como las

condicionos de almacenamiento. lLa gran ventaja que presentan es que por o

general son subproductos de desecho de ciertas industrias, lo que signtfica bajo
costo de adquisicion, ademas de que se climinan desechos de una manera
segura y practica.xg

Para la produccitén de enzimas del Penicillium roqueforti, se realizd una
modificacion a las formulaciones que Stepaniak et al,,s Kosikowski,s y Jolly (1978)
Dichas formulaciones se basan en e! suero de leche remanente de la

proponen.
fabricacidn de queso:
Stepaniak Kosikowski
Suero de leche de queseria 69.0% 80.0 %
Extracto de maita 29.0%
Peptona 1.0%
Agar 0.4%
Grasa No reportada 20.0 %
No reportada 0.02%

Esporas de P. roqueforti.
pH final 5.5,



La modificacidn de !a formulacidon anteriormente citada fue la siguiente:

Suero de leche de queseria 94.0%

Dextrosa 4.0%

Peptona caseina 1.0%

Mantequilla 1.0%

Esporas de P. roquaforti 0.1%
pH final 5.0
2.4, CULT PLV_LI;J,E.L_PAH’JL’ ULL'D_&Q;QLO.CI'_ELEL_M_EQLQ_S_EEQQJQ_N&_Q
PARA LA PRODUCCION DE LIPASAS,

E1 medio seleccionado, (Suero de leche de queseria 94.0%, Dextrosa 4 0%,

Peptona caseina 1.0%. manteqguilla 1.0%), se prepard (111). se estenlizd. se le

adicionaron las esporas del P. roqueforti (0.1%) y se dejd a temperatura

ambiente (20-25°C) durante 10, 13 y 19 dias sin agitacién. Con la misma
formulacion, el medio permanecid en agitacidn (200 r.p.m.) a una temperatura de
20°C durante 13 y 19 dias. Al término de dicho tiempo, se procedid a realizar 1a

extraccidn y la purficacion de la lipasa



MWM&ME
Zﬁ.]_QIAQBAMA_QE.ELLL\LO_D_EL_EBQ_C_ES_Q_QE_EKIBAQQJQH_

Medio seleccionado, (Suero de leche de queseria
94.0%, Daxtrosa 4.0%. Peptona caseina 1.0%,
mantequilla 1.0%. esporas de P. roqueoforti }( 11t)

ILTRACION DEL EXTRACT
CRUDO DE LA LIPASA _( 0.911)

l OBTENCION DE BIOMASA

CENTRIFUGACION DEL EXTRACTO]| 5000c.p.m.

CRUDO DE LIPASA (0.91t). 15 min.
I 2°C
(0.45m) PRECIPITACION 3 vol det alcohol (0 451 ADICION DE 40% wrv (NH,),SO,
CON ETANOL 98% A-5H"C SULFATO DE AMONIO | A-5°C
REPOSO 24HRS N REPOSO 24 HRS
EN REFRIGERACION l EN REFRIGERACION
I CENTRIFUGACION] 10,000 RPM ICENTRIFUGACION l 10.000RPM
30 Mun_ -2°C. 30 Min. -2°C
FILTRACION
DIALISIS -#°C. AGITACION
4 DIAS
1 i
EXTRACTO SEMIPURQO DE LA EXTRACTO SEMIPURO DE LA
LIPASA DEL Peomcitium roquefort, LIPASA DEL Pencillium roquefort,
(PRECIPITADO CON ETANOL). (PRECIPITADO CON SULFATO DE AMONIO).



2.5.2 DESCRIPCION DE LA EXTRACCION QE LA LIPASA DEL

Penicillium roquelorts.

La filtracién es un proceso mecanico de separacion de particutas sélidas
en un medio liquido. En la filtracion, el fluido fluye a través de poros pequefios
que impiden el paso de las particulas sdlidas,;. Aunque 1a filtracién se ve limitada
por el tamafio de la particula, tiene la ventaja de que no dafa el medio de cultivo.

La centrifugacidn es empleada para separar particulas de diferente
densidad que se encuentran suspendidas en un medto liquido,g.

De cada litro de los medios cultivados durante 10,13 y 19 dias sin agitacién
y los de 13 y 19 dias con agitacidn, sc realizé una filtracidbn con tres capas de
gasa y posternormente una centrifugacion (5000 r p m. durante 15 minutos a -2“C).
Obteniéndose aproximadamente 900 m! de extracto crudo que contiene ta lipasa
extracelular. En esta parte se realizd una determinacion de actividad enzimatica

para comprobar que 1a lipasa se encontrara presente. (Vear seccion 2 6.)

2.5.3, DESCRIPCION DE LA SEMIPURIFICACION DE LA LIPASA DEL

Penicilium roqueforti.

Existen diferentes formas de realizar una semipunficaciton o purnficacion
enzimatica. Una de ellas es el fraccionamiento con sulfato de amonio, una
estrategia que se emplea con gran frecuencia para el aislamiento de proteinas.
La incorporacion de sulfato de omonio a la solucién de proteinas disminuye la
solubilidad de éstas. El efecto. que por lo general se conoce como fendmeno de
extraccion con sal, depende de la concaentracion de sulfato de amonio incorporado
y de la naturaleza de Ia proteina.,

Otras tacticas usadas para cl aislamiento de proteinas son la precipitacion
con solventes organicos como la acetona o etanol, el calentamiento ligero a fin de
alterar la solubilidad de las protecinas y la precipitacion isoeléctrica. que se basa en
el hecho de que una proteina tiene solubilidad minima en un pH correspondiente a

SU punto isoeléctrico.,
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En esta parte experimental, se procedié al empleo de etanol y/o sulfato de
amonio para la precipitacidn de las proteinas enzimaticas.

De cada extracto crudo (10,13.19 dias sin agitacion y 13 y 19 dias con
agitacion), se empled una mitad (450 mi) para ser precipitada por etanol, y 1a otra
mitad se tratd con sulfato de amonio.

Las partes a tratarse con etanol se les adiciond 3 volumenes de este
alcohol a -2°C y sobre un medio frio para controlar la temperatura (-5°C). Las
mitades a tratarse con sulfato de amonio ((N1,),50,). se les adiciond lentamente un
40% (on seco) de esta sal. con agitacidon constante y también sobre un medio
frio (-5*C). Ambas partes se dejaron reposar durante 24 horas en refrigeracion
(-5°C). Posteriormente se realizé una centnfugacién (10,000 r.p.m. durante 30
minutos a -2°C).

A los extractos tratados con etanol se les elimind el sobrenadante y el
precipitado (aproximadamente 15 g) se empled para determinar la actividad
enzimatica (ver seccidn 2.7.).

Los extractos tratados con sulfato de amomio fueron colocados en una
membrana para realizar dialisis durante 4 dias con cambio de agua y en agitacion
constante, ya que ¢l uso de membranas semipermeables para la purificacién de
enzimas se destina generalmente a fa eliminacidn de sales y a la concentracion
que se realiza en las ultimas fases del proceso.;; De esta forma. se obtuvo un
extracto semipuro de la enzima gque también se mantuvo en congelacién para su

conservacién (aproximadamente 20 mi).
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2.6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN LOS EXTRACTOS
CRUDOS DE LA LIPASA DEL Peniclitiium roquoforts.

Esta detemminacion se empled para verificar que la enzima producida en los
extractos crudos a diferentes tiempos (10,13,19 dias sin agitacibn y 13 y 19 dias
con agitacion) presentaran actividad enzimatica.

La cantidad enzimdtica se calcula midienda los ml consumidos de NaOH

0.02N para neutralizar los acidos grasos liberados o producidos por [a reaccidn de

la lipasa del Penicillium roquefortiy.

2.6.1 PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA.

El blanco formado con 0.5g de sustrato (mantequilla de leche bronca estéril
pH 6-6.5) y 1ml de buffer de fosfatos pH 9 (0.025M) se tituld con NaOH 0.02N.

Posteriormente se prepararon 3 mezclas cada una conteniendo: 0.5g de
sustrato mas 1 ml de buffer de fosfatos pH 9 y 1Tm del correspondiente extracto
13 y 19 dias cultivado sin agitacién y 13 y 19 dias

crudo enzimatico (10,
Una de las mezclas se tituld

conservados en agitacién durante su cultivo).
inmediatamente (). Las dos restantes permanecieron en bano maria a 35°C
durante 15 (t,) y 30 (t;) minutos y se titularon también con NaOH 0.02N. De esta
manera se puede medir la actividad inicial del extracto crudo asi como observar el
componamiento de la lipasa con respecto al tiempo, debido a que las lipasas al
reaccionar con el sustrato producen la liberacidn de acidos grasos mismos que

son neutralizados con el NaOH.
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2.7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATIC

\TICA DE LOS EXTRACTOS
DE LA LIPASA DEL Penigillium roquefort A RDIFERENTES CONDICIONES DE
pH, TEMPERATURA Y TIEMPO,

Se emplearon los extractos enzimaticos semipurificados de 10 y 13 dias
(cuttivados sin agitacion y precipitados con etanol), asi como el extracto crudo de
13 dias (cultivado sin agitacién), y se expenmentd i temperaturas de 25,30 y
35°C.apHde 6, 7.8y 9y durante 0,5, 10, 15, 20 y 30 minutos.

Como se menciond antenormoente, la actividad enzimatica se mide de
acuerdo a los mt de NaOH 0.02N necesarios para neutralizar los acidos grasos
tiberados o producidos por Ia lipasa del Penicithum roquefortsy

£1 blanco se formd con 0.15g de sustrato (mantequstla de leche broneca
esteril pH 6-6.5) y 2m de buffer de fostatos pH 6.7.8 o 9 (0.025M), mismo quc se
titutd con NaOH 0.02N

Del extracto semipuro de 13 dias (precipitado con etanol) se tomd 0.1g. se
le adiciond 0.15g del sustrato y Z2ml de buffer de fosfatos pH 6.7.8, 6 9, se tdula
con NaOH 0.02N a diferentes tiempos (0.5,10.15.20 y 30 minutos) previamente
colocado en baio maria a diferentes temperaturas (25, 30 6 35°C)

El extracto enzimatico crudo de 13 dias se empled de la misma manera que
el extracto semipuroc de 13 dias. Por tener poca coantidad del extracto semipuro
(precipitado con etanol) de 10 dias, este solo se empled con las condiciones que
Tamio Mase (1994) reporta como optimas (pH 6 a 8, 30°C y estable por 15
minutos), respetando las cantidades de sustrato, buffer y extracto que se
mencionan en ¢l parrafo anterior.

2.8. MEDICION DE_ LA CANTIDAD DE PROTEINA EN_LOS EXTRACTOS
SEMIPUROS DE LIPASA,

Paor e! método de Bradford (ver anexo 3) se determind la cantidad de
proteina en los extractos enzimaticos semipurificados (con suifato de amonio o
con etanol) .




2.9. METODOLOGIA DE LA EXPERIMENTAGION PARA DETERMINAR PESQ
MOLECULAR DE LA LIPASA (ELECTROFORESIS SDS-PAGE 12%]).

Se realizé una clectroforesis (SOS-PAGE) al 12% (Ver Anoexo 4) para los

extractos enzimaticos semipurificados de 10 y 13 dias (cultivados sin agitacion y
que para su semipurificacion se precipitd con etanol) y para ¢l extracto crudo de

13 dias (cultivado sin agitacidon). Sc¢ emplearan como patron de referencia los

Pesos Moleculares (Sigma Chemical Co.) correspondientes a

proteinas: Miosina (Peso Molecular = 205 Kda),
Fosforilasa (97 KDa),

tas siguientes
pB-Galactosidasa (116 Kda), -

Albumina sérnca (66 KDa), Albumina de huevo (45 KDa),
Anhidrasa carbonica (29 KDa).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION.

2.1 OBTENCION DE LA CEPA DEL Penicillium roquoforti.

A partir de un Queso azul comercial (Blou d’Auveme), se pudo aislar ta cepa
deil Penicilliurm roqueforti, misma que se conservd en agar Sabureau.
3. 2 IDENTIFICACION DE LA CEPA DEL. Penicillium roqueforti,

Se pudo idontificar la cepa del Penicillium roqueforti, misma que presentd

ias siguientes caracterisicas:

El micelio presentd conididforos, simples, largos, erectos, de forma
caracteristica, simétrica o asimétricamente, en forma de escoba La ramuficaciéon
mauoltiple del conididforo o “pincel” termind en un grupo de fidlides con targas
cadenas de conidios.

Las colonias extendidas fueron de color verde azulado y luego verde
oscuro, aterciopeladas. lisas, al! reverso de la caja de petn el color que presentan
las colonias son verde muy oscuro, casi negro. Al analizar bajo microscopio se
observan penicilios claramente asimétricos, en general con tres o cuatro niveles
de ramificacion. Tal descripcidn corresponde a la reportada bibhograficamente; | 4
3.3 FORMULACION DEL_MEDIO DE CULTIVO PARA LA INDUCCION DE LA
PRODUCCION DE LIPASAS,

El medio de cultivo elegido para inducir la produccion de lipasas fue: Suero
de leche de queseria (94.0%), Dextrosa (4.0%). Peptona caseina (1.0%).
Mantequilla (1.0%) y Esporas de FP. roqueforti (0 1%) La gran veniaja que
presentd es que por ser el suero de queseria un subproducto de desecho

industrial, representd un bajo costo de adquisicion y produccion.




3.4, CULTIVO DEL Penicilllum_roqueforti EN_EL_MEDIO SELECCIONADO
PARA ILA PRODUCCION DE LIPASAS,

tos cultivos inductores de lipasa con el medio seleccionado que

permanecieron en agitacidon constante (200 r.p.m.) durante 13 y 19 dias
presentaron una coloracidon rosada, toxtura homogénea y olor dulce. En cambio
los que permaneccieron sin agitacidn durante el Mmismo tiempo su coloracién fue
amarillenta con una “costra”™ de color verde caracteristico del £. roqueforti |, su
textura fue similar & una "cuajada” suave y fragil con liberacidn de liquido y un olar
dulce y “picante” o fuerte caracteristico del queso roquefort.

3.5. EXTRACGION ¥ SEMIPURIFICAGION DE LA LIPASA_DEL_
roguefort!

Durante 1a extraccidn de la lipasa de los medios de cultivo se¢ obtuvo
aproximadamente 300 ml de extracto enzimatico crudo de cada medio (que
permanecio durante: 10, 13 y 19 dias sin agitacidon y 13 y 19 dias con agitacion),
a estos extractos crudos se les determind la actividad enzimatica para observar
que la lipasa se hubiese producide (20 m! se conservaron en congelaciéon para su
futuro empleo).

En la semipurificacion se obtuvieron aproximadamente 15 gr de cada
extracto precipitado con etanol; en cambio para los que se utilizd el sulfato de
amonio se obtuvieron aproximadamente 20 mi. En la semipurificaciéon, al emplear
el etanol este fue recuperado durante la centrifugacidn y el precipitado fue el
extracto de lipasa que se empled para conocer la cantidad de proteina y su
actividad enzimatica. Por otra parte. durante la semipurificacién utilizando et
sulfato de amonio y después de la centrifugacidén, no hubo precipitado sino una
pelicula de extraclo de lipasa en ta superficie que postenormente se dializd para
que se determinara la cantidad de protelna.

Tamio Mase (1994) indica el empleo de etanol y después sulfato de amonio
en la purificacion del extracto de lipasa del Penicillium roqueforti, pero la

secuencia de uso no esta claramente definida.
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3.6, DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN LOS EXTRACTQS
CRUDOS DE LA LIPASA DEL Penlclillivm roquefortl.

TABLA 4. RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LOS DIFERENTES E RACTOS CRUDOS pH9 y 35°C.

TIEMPO DE CULTIVO DEL EXTF TO ENZIMATICO mi gastados de
EXTRACTO ENZIMATICO NaOH 0 02N
min ) 10 dias s agracion 4.8
min____ | 10 dias sin agiacion a8
min B 10 dins sin agiacien 53
t,=_0 min ) 13 Qias sm agacidn a5
$H= 15 min 13 dias sin agitacion 7.7
t-= 30 min 13 dins sin ngiacion 52
min 19 dias sin aglacion 51
min T 149 alas sin agitacdn a8
min 19 dias sin aglacidn 4.6
=_0 min 13 dias con agacion 1.8
L= 15 on 13 dins con agiacién 25
.= 30 min 13 dias con agitacién 24
1= 0 mmn 19 dias con agitacida 11
t,= 15 min 19 dias con agitacién 1.2
o= 30 min 19 dias con agitacion 1.4

Segun la grafica 1 y los datos de la tabla 4, podemos observar que el
extracto crudo enzimatico que se cultivo durante 13 dias sin agitacién, fue el que
mayor cantidad de ml de NaOH 0.02N gasto, indicando que tene mayor actividad
al haberse producido mas cantidad de acidos grasos. seguido del extracto que
permanecio sin agitacion y durante 10 dias en cultivo Por otra parte, el extracto
crudo enzimatico cultivado durante 19 dias y con agitacion, fue el que menor
cantidad de mi de NaOH 0.02N gastd con respectio a los otros extroctos crudos,
indicando una menor actividad y baja produccion de acidos grasos, debido a esto.
se encuentra posiblemente muy poca cantdad de hpasa detectable en este
extracto. Esto nos indica que la agitacion o arreacion en los medios de cultivo
disminuye la produccion de lpasa del Penicdlium roquefort;.
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Graflca 1: NaOH 0.02N consumido contra tlompo para loa dilerontes ‘
extractos crudos de lipasa pH 9 y 35°C.
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3. 7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LOS EXTRACTOS
DE LA LIPASA DEL Penicillium roqueforti A DIFERENTES CONDICIONES DE
pH, TEMPERATURA Y TIEMPQ.

Segun la graficas que se presentan a continuacion (2.3, 4 y 5), se observa
que la mayor actividad enzimatica se presenta en un pH de 6 y a temperaturas de
25° 6 30°C. El extracto semipuro (precipitado con etanol) de 13 dias sin agitacién
a 25°C y un pH 6, la actividad maxima sec da a los 20 minutos (grafica 2); por otra
parte el extracto crudo de 13 dias sin agitaciéon (grafica 3) a 30°C y pH 6 la mayor
actvidad se presentd a los 15 minutos. El extracto crudo enzimatico que se
cultivd durante 13 dias sin agitacidn, fue el que mayor cantidad de mi de NaOH
0.02N gasto a 30°C y pH 6. Ei extracto enzimahco semipuro (precipitado con
etanol) de 10 dias sin agtitacion (grafica 4) a 30°C y un pH 6 tiene su mayor
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actividad enzimatica a los 30 minutos. En general, cualquiera de los extractos

enzimaticos analizados presenté la mayor actividad enzimatica a pH 6 con
cualquier tempeoratura (25, 30 6 35°C). La grafica 5§ comparn los tres extractos
(crudo de 13 dias, semipurode 13 y 10dlas)a pH 6 y Temperatura de 30°C

lompo para of extracto

Grafica 2: NaOH 0.02N contro
de 13 difas somipuro (Precipitado con otanol).
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Grafica 2: La actividad enzimatica del extracto soemipurificado de 13 dias (sin

agitacién y precipitado con ectanol) se mididé a diferente pH's (6,78 y 9), vy a
diferentes temperaturas (25, 30 y 35°C) en un lapso de tiempo de 30 minutos, con
intervalos de 5 minutos. La mayor actividad enzimatica (mayor consumo de NaOH

0.02N) de este extracto se presentd a los 20 minutos, a pH 6 y 25°C.
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Grafica 3: NaOH 0.02N consumido contra tiempo.
Extracto crudo do 13 dias.

e gt Tezst ]
—m— pteG, T=30° ,’
= - ptro Ta3St

L Te25*
— o pren7, Te30" ;
o - phe7. Tedse |
— it TaZ5e
|
|
i

——a— pits T=30°
a DH-8. T=15°
——O— PHE. TE25%
— O pErG, T30
o pre9, Te15®

§ify
}

NaOH 0.02N consumida {ml)

!
|

Tiempo (min.)

Grafica 3: La actividad enzlmatica del! extracto crudo do 13 dias (sin agitacién) se
midid a diferente pH’'s (6.7,8 y 9), y a diferentes temperaturas (25, 30 y 35°C) en un
lapso de tiempo de 30 minutos, con Intervalos de 5§ minutos. Este extracto
consumid la mayor cantidad de NaOH 0.02N a {os 15 minutos con un pH 6 y 35°C
de temperatura. So puede observar que las curvas dol extracto semipuro de 13 dias
(grafica 2) son mas homogéneas en comparacidén al extracto crudo de 13 dlas
(grafico 3) y esto es debido posiblemente a la interferencia do otros componentes

existentes en el extracto crudo.



Grafica 4: NaOH 0.02N conmsumido contra Yempo pa
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Grafica 4: La actividad enzimiatica del extracto semipuro de 10 dias (sin agitacidén y
precipitado con etanol) se midié a diforente pH's (6, ¥y 7), y a 30°C en un lapso de
tiempo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. A pH 6, 30°C y 30 minutos este
extracto consumid la mayor cantidad da NaOH. Por tener poca cantidad de este
extracto,

solo se empled bajo las condiciones quo Tamio Maso {(1994) reporta
como 6ptimas.
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Grafica S: NaOH 0.02N consumido contra tiemnpo, para [os
diferentes o xtractos enzimiaticox pH € T 30,
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Grafica S:
aextractos semipuros de 13 y 10 dias (sin H i6n v pr fe
medida a pH 6 y 30*°C en un lapso de 30 minutos con intervalos de 5 minutos,

extracto crudo de 13 dias (a los

observandosae un mayor coansumo de NaOH en ef
15 minutos), relacionado posiblemente con los demds componentes presentes en

e! medio; en camblo los extractos semipuros presentan un consumo menor de

NaOH pero {a tendaencia es parecida.
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SEMIPUROS DE LIPASA,

TABLA 5 RESULTADOS DE LA LLONGITUD DE ONDA SEGUN LA CANTIDAD
DE PROTEINA PRESENTE EN LOS EXTRACTOS SEMIPUROS DE LIPASA
FUNGICA DEL Penicillium roquoforti.

TIPO DE EXTRACTO Cantidad de proteinas | Lectura de

(mg)* Ltongitud de onda
ISV DR )

Medo” proapitndo con ctanol 2.58 286

Meoara™ precipiado Ccon sullalo GO BMoMNG o - oz

10 dins sin ugitdcson y precipitddo con atanol 10.70 335

10 dias sin agitacion y precipitado con sulfalo 7.24 314

13 dias 5N agitacidn y procipitado con etanol 17.90 378

13 gias sin agitdcion y precpiado con sultato 6.58 310

19 gias sin aglacion y precipitddo con elanol 158 280

19 dias sin agnlacion y precipiado con sulfato 4.75 299

13 dias sin agaacién y sin precipitar {crudo) 741 315

13 gias con aglacion y precipitddo con etanol ———

13 dias con agitacion y pDrecipiado con sulfato

19 dias con agntacibn y precipitado con etanol

19 dias con agracidOn y precipilado con sutfato - -—-

~ Obtenido al sustittnr el valor de 2. en fa ecuacidn pard obtener la cantidad de proteina en
los extractos (ver anexo 3)

* Refendo al medio formulado (ver seccién 3.3}, pero sin la adiciOnN de microorgansmo
para la produccion de hpasa

-~-Cantidad de protecina menor no detectable por la técnica empleada

A partir de los datos experimentales reportados en la tabla S, se puede
observar que el extracto enzimatico que permanecid en cultivo durante 13 dias,
sin agitacion y que para su semipurificacidn se precipité con etanol, presentd la
mayor cantidad de proteina segun ¢l metodo de Bradford (17.9 mg). E! extracto
que permanecio durante 10 dias en cuttivo, sin agitacidon y que se precipitd con
etanol, presentd una cantidad de proteina similar a! cultivo de trece dias (10.7mg).
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El extracto crudo de 13 dias (sin agitacién) fue el tercero que presentd
mayor cantidad de proteina segun la técnica empleada (7.41 mg). En cambio, en
fos extractos precipitados con sulfato de amonio y en los que permanecieron en
agitacion durante su culuvo, las lecturas de longitud de onda fueron menores a las
de la curva patron, por lo que la cantidad de proteina no fuc detectable por este
método:. se recomienda emplear otro mdatodo mas sensible para cuantficar 1as

proteinas presentes en dichos extractos.

3.9 DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LA LIPASA
(ELECTROFORESIS SDS-PAGE 12%)

3.9.1. CURVA PATRON

Esta se realizd con los Pesos Moleculares conocidos que corresponden a:

Miosina. {} Galactosidasa. {} fostorilasa. Albumina sérica, Albumina de huevo y
Anhidrasa carbonica.

TABLA 6 RESULTADOS DE tLog DE PESOS MOLECULARES DE ENZIMAS
CONOCIDAS CONTRA LA MOVILIDAD RELATIVA DE LAS PROTEINAS (Rf).

NOMBRE DE LA [PESO Log PM DISTANCIA DE Rt = dp/dt
ENZIMA MOLECULAR | ., LA BANDA DE .
(PM = KDa) PROTEINA
(dp=cm)

Miosina 205 2311 0.8 0.163
f})Galactosidasa 116 2.064 1.4 0.286
pBFosfoniasa 97 1.986 1.7 0.347
Albumina sérica 66 1.819 2.2 0.449
Atburmina de huevo as 1.653 3.3 0.673
Anhidrasa carbénica 29 1.462 3.6 0.735

Donde: Rf = Movilidad relativa, y dt =Distancia total de tincién, para este caso
dt = 4 9cm
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Analisis de Regreasion Lineal
b=2473

m=-1.335

r=-0.984

Ecuacidon que permite conocer el Peso Molecular (PM) de los extractos
enzimaticos segun su Movilidad Relativa (Rf):

log PM= (-1.335(Rf) ) + 2473

Antilog PM= PM

GRAFICA 6: CURVA PATRON DE Log PM CONTRA MOVILIDAD RELATIVA (Rf)

CURVA PATRON DE Log PM CONTRA MOVILIDAD
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TABLA 7. RESULTADOS OEL PESO MOLECULAR DE LOS EXTRACTOS
SEMIPURIFICADOS DE LIPASA FUNGICA DEL Penicillium roqueforti SEGUN LA
MOVILIDAD RELATIVA (Rf) QUE SE
POLIACRILAMIDA AL 12%. (SDS-PAGE 12%)

ALCANZO EN

UN GEL

DE

EXTRACTO

DISTANCIA DE
LAS BANDAS
DE PROTEINA
(dp=cm)

Rl = dp/dt

fog PM

Peso
Molecular ~
(PM= KDa)

10 dias s ogitacon
somMuipunfIcaco con
otanol (3 bandas)

2.1

0.428

1.902

79.799

10 Gias sin agitacdn
semipunficndo  con
stanol (3 bandas})

0510

1.792

61.944

10 dias s agracon
semupunficado  con
otanal (3 bandas)

0.755

29.174

13 dias sin agitaciin
semipunficado  con
otanot (2 bandas)

0408

1.928

B84.723

13 dias sin agitaciHN
semipunficado  con
etanot (2 bandas)

0.755

1.465

29.174

Medwo(3uero s mantg
quslla - pPOopIOnHS
caseina + doxtrosa)
procipitado con
etanol (3 bandas)

0.428

1.902

79.799

tAedo(sueros manty
quila <+ peptona
caseina + dextrosa)
peeciptado con
etanol (3 bandas)

54 576

Mod:o(suero »manig
quifta - peptona
casoina + doxtrosa)
pracipitaco con
etanol (3 bandas)

0.857

21.330

Extracto c¢rudo de
13 aias (1 banda)

3.7

0.755

1.465

29.174

Donde: Rf = Mowt

~ Obterudo al sustituir el valor de Rf

idad relativa, y d

=Distancia total de tincién, en este caso dt = 4.9cm
en ia ecuacdn para obtener el Peso Molecular de
los extractos enzimaticos (ver seccidn 3.9.1).
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Distancia

total de

tincidn =
dt = 4.9¢cm

Carril: 1 2 3 4 5 6 7 8 =] 10

Fig. 14. Diagrama represontativo de las bandas do proteinas de la lipasa del P.
roqueforti ean un gel de pollacrilamida a) 12% (SDS-PAGE 12%).
Eil carril 1 contiene ol extracto crudo do 13 dias sin agitacion; et carril 3 el extracto
de 10 dias sin agitacléon y semipurificado con etanocl; el carril 5 el medio (suero +
mantequilla + peptona caseina + dextrosa) precipitado con ectanol; el carril 7 el
extracto de 13 dias sin agltacién y semipurificado con etanol y por aitimo, en el
carrril 10 los pesos moleculares (Sigma Chemical Co.)

Como se observa en la figura anterior, s¢ presenta una banda comun entre
el extracto crudo de 13 dias (sin agitacion) -carn! 1- , el extracto semipuro de 10
dias (sin agitacibn y precipitado cono etanol) -carril 3-, y el extracto semipuro de
13 dias (sin agitacion y precipitado con etanol) -carril 7-, la cual no se encuentra
en el medio semipurificado (carril ). El extracto de 10 dias (carril 3) presenta una
banda que no corresponde ni al medio ni a los otros extractos. La banda comuan
presente en los carriles 1.3 y 7 tiene un peso molecular de 29.174 KDa. La que
se supone corresponde a la lipasa, porque ademas coincide en la actividad
enzimatica medida (ver seccidn 3.7).
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Se realizaron varias electroforesis en donde se colocaron las dilerentes
muestras de extractos de lipasas y tos

-

respectivos medios de control. Se
eliminaron los extractos de 13 y 19 dias con agitacidén y semipurificndos con etanol
y sulfato de amonio, asi como los extractos enzimaticos de 10,13 y 19 dias sin
agitacion pero semipurificados con sutfato de amonio, debido a que 1as bandas
que se percibian correspondian a las det medio (Suero + mantequilla + dextrosa +
peplona caseina) precipitado con etanol (para evitar que 1as bandas de proteina
no se aprecitaran adecuadamente). Por 10 tanto, los extractos de 10 y 13 dias sin
agitacion y semipunficados con etanol fueron los Unicos que presentaron bandas
ajenas al medio control o a los extractos enzimaticos crudos. Esta respuesta
concuerda con los resultados obtermidos al haber determinado 1as proteina por et
meétodo de Bradford. en donde dichos extractos (10 y 13 dias sin agitacion y
semipurificados con ctanol) presentan ia mayor cantidad de proteina (10.7 y 17 9
mg respectivamente Ver tabla 5).

A partir de los datos expernmentales reportados en la tabla 7, se puede
observar que el extraclo enzimatico que permanecd en cultivo durante 10 dias,
sin agitacion y que para su semipunficacién se tratd con etanol, presentd una
banda bien definida (diferente a la del medio contro!) al realizar la electroforesis en
un gel de pohacrilamuda al 12%. A dicha banda le corresponde un peso molecular
de 29.174 KDa. El extracto que permanecid durante

13 dias en cuitivo, sin
agitacidon y que se semipurificd con etanol, asi como su

extracto crudo (es decir,

sin semipurificar pero bajo las mismas condiciones de tiempo).presentaron

peso molecular (29.174
KDa), pero dichas bandas no se aprecian con tanta claridad como ocurre en ¢l

tambien una banda a la que le corresponde el mismo

extracto de 10 dias. El medio control presenta una banda de peso molecular de
21.330 KDa que posibiemente correspondiente a |3 lactoglobulino de suero
vacuno,,. pero no presenta la banda de pesco motecular a 29.174 KDa. por 1o que
se concluye gue esta ulima presente en los otros extractos pertencce a la lipasa.
Tamio Mase,; (19984) determind et peso molecuiar a una hipasa extracelular del
Penicilliurm roqueforti 1AM 7268 encontrando que era de 25 KDn.
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CONCLUSIONES.

1 Se logré aislar la cepa del Penicillium roqueforti a parnir de un queso azul

comercial.

2 Seidentificaron las caracteristicas de la cepa del Penicillium roquelforti, mismas

que coincidieron con lo reportado bibliograficamente.

3 El medio de cultivo clegido para inducir la produccidn de lipasas fue: Suero de
leche de queseria (94.0%). Dextrosa (3.0%), Peptona caseina (1.0%). Mantequilla

(1.0%)y Esporas de P. roqueforti (0.19%).

4 t_as condiciones obtenidas para la obtencidn de la hipasa a parir del Penicilliurm
roquelforti fueron: Medio a base de suero (ver formulacién antenoer) durante 10
y/o 13 dias a temperatura ambiente y sin agitacidn., implicando que la produccidn
de la enzima se realiza en corto tiempo y a bajo precio, debido a que se usa como
materia prima un producto de desecho en las industnias lacteas (suero) y no hay
un casto extra por empleo de energia eléctrica, debido a que no es necesano

agitar el cultivo en la produccién de hpasas.

5 De un litro de medio para producir lipasas, se obtuvo aproximadamente 15 gr.
del extracto semipurificado de 13 dias sin agitacién y precipitado con etanol; y

20mi aproximadamente en los extractos semipurificados con sulfato de amomo.

6 Si hubo presencia de actividad enzimatica en los extractos crudos de la lipasa
ulilizando el medio de cultivo formulado siendo los extraclos de 13 y 10 dias (sin

agitacion) los que mayor cantidad de NaOH 0.02 N consumieron
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7 Las condiciones optimas para la actividad enziméitica en los extractos de lipasa
de 10 y 13 dias sin agitacién y semipurificados con etanol, asl como para el
extracto crudo de 13 dias fueron de pH 6 y temperaturas entre 25 y 30°C. EI
extracto enzimatico crudo de 13 dias presentd mayor actividad enzimatica que los
extractos enzimaticos semipurificados de 10 y 13 dlas. Por lo que se concluye que

se debe estudiar con mayor detalle 1a forma de purificar la enzima.

8 Segun cl meétodo de Bradford los extractos semipuros de 13 y 10 dias
(precipitados con etanol y sin agitacidon) asi como e! extracto crudo de 13 dlas (sin
agitacion) presentaron la mayor cantidad de proteina (17.9 mg. 10.7mg y 7.41mg
respectivamente). Para los demas extractos (semipurificados con sulfato de

amonio) se recomienda emplear otro método mas sensible.

9 Se presentd una banda de 29 174kDa en la electroforesis (SDS-PAGE 12%)
para los diferentes extractos enzimaticos (10 y 13 dias semipurificados con etanol
y sin agitacidn, asi como el extracto crudo de 13 dias sin agitacidn) mismo que

corresponde a la lipasa producida por el Penicillium roqueforti



ANEXO 1
ELABORACION DEL QUESO AZUL .,

1. PREPARACION DE LA LECHE (8:00 A.M.)

Separar de la leche cruda o bronca de cabra la mantequilla y la leche.
Pasteurizar o calentar la leche por HTST (High temperature and short time),
enfnaria a 30°"C y bombearta hastaila cuba. (También la leche puede usarse en su
forma cruda, pero es mas peligroso por la contaminacidn microbiana presente.)

Opcionalmente se puede blanquear la mantequdla incorporando perdxido
de benzoilo en cantidades legales permitidas y calentar a 145°F por 30 minutos.
Homogeneizar 1a mantequilla cariente a 500 psi en un pnmer paso y después a
1000 psi en un segundo paso. enfriaria a una temperatura optima (20°C) e
incorporaria en la cuba donde se encuentra la leche. La gran &area superficial
creada por la homogenecizacidn aumenta la accion de las lipasas.

Agregar 0.5% de cultivos lacticos iniciadores activos y permitir una hgera
acidificacion durante 30°C por una hora. No se adiciona annato como colorante,
pero si ¢! blanqueo quimico no se practica se puede adicionar un poco de clorofila
alcatina en solucién o tinte verde grado alimenticio No 4, en cantidades suficientes
para neutralizar el color amarillento ocasionado por {a grasa. (142 onzas de
clorofila por cada 1000 libras de leche).

Después del periodo de acidez, se agita y se adiciona extracto de renina
(72 m! por cada 1000 Ib de teche entera). (Diluir previamente el extracto de renina
1:40 con agua purificada). Mezclar bien durante 3 minutos, cubrir 1a 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 fa cuajoda es firme, se corna en cubos con las cuchillas estandar
(5/8 de pulgada).

3. COCCION DE LA CUAJADA (10:15 AM.)

Dejar los cubos en reposo durante S5 minutos, después agitaros
suavemente una vez cada 5 minutos: hasta que 1a acidez titulable del suero no
varie en un 0.03% (por ejempio de 0.11 a 0.14% de suerc). La acidez maxima
ocurre en aproximadamente una hora y durante este tiempo la temperatura debe
permanecer a 30°C. Justo antes del drenado, se eleva 1a temperatura a 33.3°C y

se mantiene asl durante 2 min. Después, retirar parte del suero que se hibere.

4. DRENADO DEL SUJERO (11:15 A.M)

Colocar un filtro de metal en forma vertical en Ia puerta de salida. Empujar
1a cujada en el suecro sobre las paredes de la cuba con un rastnilo. Drenar todo el
svero y presionar gentilmente sobre [a cuajada. Alternativamente se  puede
emplear un tubo cilindrico perforado de acero inoxidable donde 1o mezcla de

suero y cuajada se bombea y al pasar se separa cl suero de: 1a cuajada en forma
continua.

5. INOCULACION DE LAS ESPORAS DE Penicillium roqueforti. (11:30 A.M.)

Mezclar a mano o empieando un difusor de sal seca por vibracion
electronica 2 Ib de sal en graono y 4 cucharadas soperas (10z) de esporas de
Penicillium roqueforti en polvo por cada 100 !b de cuajada. Agitar mecanica o
manualmente 1a sal y ¢! polvo sobre la cuajada durante 5 min. Lipasas en polvo de
grado alimenticio pueden ser introducidas en pequefias cantidades en esta ctapa,
para un desarrollo de sabor mas rapido
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6. INMERSION DE LA CUAJADA (11:45 A.M.)

Colocar la cuajada parcialmente salada e inoculada sobre un molde circular
para queso azul de acero inoxidable. Estos aros no tienen base y estan colocados
sobre una mesa de bambu o red de nylon. Llenar los moldes hasta el tope;
después no adicionar nada mas.

7. MOLDEADO DE LA CUAJADA (12:00 P.M.)

Girar los aros completamente cada 15 min. durante las primeras dos horas.
Después, durante el resto de la tarde solo dos veces mas. Dejarlos drenar toda la
noche a temperatura ambiente (22-23°C) no colocar ninguna presidon sobre ellos,
pero si colocar material que los proteja como papel o telas.

8. SALADO FINAL (UN DIA DESPUES 8:00 A.M.)

Con una espatula remover los casi 2.5 k3 de la cuajada de los aros.
Golpear suavemente el molde de metal sobre una mesa para que ¢l queso se
libere. Colocar las ruedas de queso sobre una mesa o bolsa con sal en grano y
cubrir las superficies liberadamente con sal. Eliminar los excesos y colocar
gentiimente las ruedas de queso sobre sus lados curveados sobre unas repisas
especiales de madera en un almacén a 15.6°C y una humedad relativa de B5%
Eslo evita que las ruedas pierdan su forma original.

Repetir este tipo de salado durante 5 dias (4 veces mas). Al final de este
periodo, la superficie del queso sera muy dura.

Alternativamente se pueden colocar 1as ruedas dentro de una salmuera al
23% durante 2448 hrs. Se secan y sc salan las superficics deliberadamente
durante 3 dias. de esta manera el queso contendra aproximadamente 4% de sal.
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9. ENCERADO Y FORMACION DE HOYOS CON PINCHADURAS (6 DIAS
DESPUES, 9:00 A.M.)

Después de S o 6 dias de haber salado et queso y haberio lavado, sumergir
el queso limpio en una cuba o tina a temperatura baja, adicionarle cera amarilla
qQue se encuantre a 76°C por 7 segundos. ( En lugar de cera se puede ulilizar una
pelicula de plastico Cryovac). Remover las ruedas de la tina y dejar que sequen,
después, perforar las ruedas una por una, por los dos lados, puede realizarse esto
uitimo con una perforadora mecanica con multiple cantidad de agujas con el fin de
realizar 54 hoyos de un solo golpe y penetrar hasta el fondo dei queso. No hacer

los hoyos muy gruesos.

10. CURADO O MADURACION (6 - 8 DIAS DESPUES, 9:00 A.M.)

Colocar jas rucdas de queso enceradas en unas cunas o repisas
especiales de madera, evitando Que se resbalen y sobre los lados curveados,
dentro de un almacén, éste debera mantener una humedad relativa de 95% y una
temperatura de 10 a 11°C. Dejar las ruedas de queso durante 60 & 120 dias,
hasta que el moho crezca completamente, generaimente en 10 dias inicia su

crecimiento.

11. LIMPIADO Y ALMACENADO (36-120 DIAS DESPUES)

Finalmente, limpiar las ruedas de queso, secarias y cubrirlas con papel
aluminio o pelicula plastica y mantener en refrigeracién a 2.2°C. Continuar la
maduracion o distribuir.

Etf queso mantenido bajo refrigeracidn y un buen empaque, puede
permanecer en buenas condiciones por mas de dos meses. Se debe consumir a
7-10 "C en porciones peguenas o desmoronarie, para su mejor percepcidn de

sabores.
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ANEXO 2
NORMA DE CALIDAD PARA EL. QUESO DANABLU,,

1.- NOMBRE DEL PRODUCTO
Queso danablu
2.- OBJETO DE LA NORMA.
Definir aquellas condiciones y caracteristicas que debe reunir ¢l producto para

su adecuada comercializacién en el rnercado nacional.

3.- AMBITO DE L& APLICACION.
La presente norma se aphcard al queso de leche de vaca denominado

“Danabiu®, que habra de cumplir con los requisitos establecidos en esta
norma.

4.- DESCRIPCION DEL PRODUCTO.
4.1 Tipo: semiblando a biando
4.2. Formas:
4.2.1 Cilindrica.
4.2.2. Prisrnatica de base cuadraca.
4.2.3. Prismatica de base rectanguiar.
4.3. Dimensiones:
4.3.1. Los de forma citingrica tendran 20 om de dvametro.
aproximadamente
4.3.2. Los de forma prismatica de base cuadrada tendran una
tongitud y una anchura de 21 ¢m. aproximadamente.
4.3.3. Los de forma prismatica de base rectangular tendran una
longitud y una anchura aproximadamente de 30 cm y 12 cm,
respectivamente.
4.4. Pesos:
4.4.1. Los de forma aitindrica. de 2750 a 3250 gr
4.4.2. Los de forma pnsmatica 4000 gr. aproximadamente.
4.5. Corteza:
4.5.1 Consistencia: el queso “Danablu™ no tene en realidad
corteza alguna. sino una superficie semiblanda
4.5.2. Aspecto grasiento a seco
4.5.3. Color: blancuzco
4.6. Pasta:
4.6.1 Textura facd de cortar y untar
4.6.2. Color: blanco. con velas azules-verdes mohosas.

4.7. Ojos:
4.7.1. NOmeros: escasos.
4.7.2. Forma: aguieros y gnetas irregulares
4.7.3. Tamano: variable.
3.7.4. Aspecto: mohoso.
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4.8. Otras caracteristicas: Se recomienda que of queso "Danablu”™ no se
consuma hasta que no tenga, por 1o Mmenos, seis semanas de maduracdn,
para que haya aicanzado todas sus caracter 5 orgar 5.

S.- PROCESO DE FABRICACION.,
5.1. Coagulacién: por cuajo u otras enzimas coagulantes autorizados.
5.2 Tratamiento térmico: Ninguno, o se calienta hgeramente la cuajada
después de la cortada.
5.3. Fermentacion: por adicidon de fermentos lacticos
5.4. Maduracion: se taladra con agujas para fomentar el de
los hongos. Se almacena humedo. a una temperatura que oscila de 2 ¢
12°C.
5.5. Salado: Se sala en seco.

6. FACTORES ESENCIALES DE COMPOSICION Y CALIDAD.
6.1 Materias primas: leche de vaca pasteurizada
6.2. Malteria grasa: Un minimo del 50 % en el extracto seco.
6.3. Humedad: un maximo del 47%.

7. ADICIONES.
7.1. Necesarias:

7.1.1 Cultivos de bactenas mnocuas productoras de acido lactico

(fermentos lacticos).
7.1.2. Mohos caracteristicos de la variedad (Peniciltium

roqueforti).
7.1.3. Cuajos u olras enzimas coagulantes autorizados.

7.2. Facultativas:
7.2.1. Cloruro sédico: un maximo de 200 mg/kg de leche.

7.2.2. Nitrato de sodio y potasio. un maximo de 200 mg/kg de

arrollo de

leche.
7.2.3. Agua.
8.- HIGIENE.
El tratamiento de le leche, la fabncacion, maduracidon y manmpulacion del
producto se hardn de modo que quede perfectamenlte garantzado el

cumptlimiento de [as disposiciones sanitanas vigentes y ta hugiene det

producto,

9. ETIQUETADO Y MARCADO.
Cada pieza hsta para el consumo ird debicamente ehquetada y marcada, con

caracteres bien visibles € indelebles, con las siguientes indicaciones
a)"Danablu”.
b) Cuando se trate de quesos importados, €l nombre del fabncante y el del pais

productar.
c) En los quesos de fabricacidn nacional, ¢l nombre y la dureccion de la entdad
productora, su numero de registro en la Direcaidn General de Sanidad y el lugar de

fabricacion.
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ANEXO 3
DETERMINACION DE PROTEINA POR EL METODO DE BRADFORD.

1._FUNDAMENTOS O M DO_DE BRADFORD PARA DETERMINAR
CANTIOAD DE PROTEINA

Debido a que el contenido de proteina os el punto de referencia mas
importante para la determinacion de la actividad especifica de una preparacion
enzimatica, existen diversos métodos para determinaria. B! empleado en cste
caso es el método de Bradford o Tincidn de Proteinas, que se basa en la
absorcidn maxima del Azul brillante de Coomassiec G250 entre 465 a 595 nm, lo
cual ocurre cuando se han tefido las proteinas. .,

2. REACTIVO DE_BRADFORD PARA DETERMINAR A CANTIDAD DE
PROTEINAS.
100 mg Azul Britlante de Coomassie G250
50 mi Etanol 85% wiv
100 ml H,PO, (acido fosférico ) BS% wiv

levar a 1 It con agua destilada. Conservar en frasco ambar a temperatura
ambiente.

AIbUmin‘a’ bc’:vina al 1 % (1g/100m)

Tubo Albusmina Agua destilada
1 0.1 mi 09 ml
2 0.2 ml 0.8 ml + 5 ml del reactivo de Bradford
3 0.4 mi o6 mi agitar, incubar a Temperatura
4 0.6 mi 0.4 ml ambiente y leer a 595 nm de
5 0.8 mi 0.2mi absorbancia en un especto-
6 1.0mil o.omi fotometro ().

Btanco 0.0 mi 1.0ml
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TABLA 8: RESULTADOS DE LONGITUD DE ONDA vs. CANTIDAD DE PROTEINA
CURVA PATRON.

ALBUMINA 1% (m1) Canudod de Proteina (mg) ., Longitud de onda (3.)
0.1 1 274
0.2 2 280
0.4 4 298
0.6 6 312
0.8 8 318
1.0 10 327

Analisis de Regresion Lineat:

b= 270.45 ()

m= 6008.21 (3ymg)

~= 0.9849

Ecuacidn para obtener la cantidad de proteina de los extractos:

Cantidad de proteina (mg) = Lectura de longitud de_onda (3.} - 270,45 (3}
6008.21 (3/ mg)

GRAFICA 7: CURVA PATRON DE LA DETERMINACION DE PROTEINAS POR
EL METODO DE BRADFORD.

CURVA PATRON PARA LA DETERMINACION
DE PROTEINA METODO BRADFORD.

Longitud de onda {1 }

Cantidad ge Proteina (ma).
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ANEXO 4.
FUNDAMENTOS, REACTIVOS Y METODOLOGIA PARA REALIZAR
ELECTROFORESIS.

1.-FUNDAMENTOS.
ta electroforesis se basa simplemente ¢n
cargadas enh un campo elécinco, a las que se opone la friccion debida al paso de las

la aceleracdn de las particulas

particutas a través del medio que las roded. de modo gue se mueven a una velocidad

constante proporcional 3 su carga. Los cationes se mueven hacia o catodo y los aniones

hacia el anodo. El paso de corf:ente a través de una solucidn viene descrito por la ley de
Ohm: V= (R)(l). donde V es ¢l voltaje, R la resistencia ¢ | es 10 intensidad Ce cornente y
en la practica se produce un aumento de la intens)idad aumentando el voltaje Como los
iones transportan 13 cornente, ia mMigracadn aumentard al aumentar su intensidad 5,

E! calor producido. que depende del volitaje aplicado,. puede OCasSIONar una serie
de efectos indeseables tanto en las técnicas analitcas como en las preparativas
a) Cambios en la densidad, que producen cornientes de conveccidn
b) Disminucidn de ia viscosidad, que hace Que aumente la difusidn, afectando 3l poder de
resolycion.
¢} Aumento de la conductividad, aunque esto se puede evitar ubhzando una fuente de
poder Que funcione a una intensidad constante
d) La evaporacidn de compuestos volatiles puede hacer que cambre el pH. la fuerza
ibnica y la conductividad, y también puede dar lugar a un flujo de agua desde los
electrodos, produciendo una acumulacidn de sales cerca del centro det campo eléctrico.
e) Desnaluralizacién de las enzimas termolabiies 3o

En general, las soluciones con fuerza somca aita provocan fa dismmucion de la
movilidad comparadas con las de fuerza Oruca baja. aunque las primeras dan bandas ©
zonas mas discretas. El pH tiene un efecto dramatico ¢n la mowviidad de las enzimas en
un campo eléctrico. Las proleinas son zwittendénicas y por tanto existen en tres formas
ibnicas, dependientes del punto 1soeléctico (pf) de ta proteina y del pH de la solucidn. Una
proteina a un pH igual al pl debera ser clecincamente neutra (NH," RCOOQ’) y no migrara
en un campo eléctrico. St el medio es acdo respecto 3 su pl. la proteina estara cargada

positivamente (NH;"RCOOH) Y s es basico estara cargada negativamente

(NH; RCOOQ’).3
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Do esta manera, la téenica electroforética, explota las diforencia en los valores de
pl de tas proteinas. Como medio de sostén so emplea el gel de poliacrilamida o agarosa
gelificada en forma de cilindro o placa. En un principio, el gel se prepara en una solucidn
qQue contiene una mezcla de sustanciaos de bajo peso molecular ltamadas anfolitos. Al

aplicar voltaje. los diferentes materiales anfollticos migran de tal modo que forman un

gradiente lineal de pH a lo largo del gel. Luego se aplica la muestra de proteinas en ia

parte superior del gel y se vuelve a aplicar voltaje. Conforme las proteinas migran en el
gel. cada una va encontrando un mMmedio de pH cambiante, de Mmodo que ocurre una
titulacion contorme va cambiando la carga neta de cada proteina al pasar dicha proteina
de una posicidon a oilra con distinto pH en el gel. Esa utulacidn ocurre hasta que cada
proteina llega a una posicidn de pH en 'a que a proteina queda ttulada en su punto
isoeléctrico. Como en dicho punto no hay carga positiva © negativa, la proteina deja de
moverse. E! resultado es !a concentracion de cada proteina de la mezcla onginal en una
banda muy bien definida. Para una banda de una enzima o proteina,. se puecde
determinar su peso molecular (en el caso gue se desconozca). con un patron de pesos
moleculares.z,

2.- REACTIVOS,;:
mer 1 idall < 7
29.2 g Acrilamida
4.0 g N'N"-Bis metilen-acnlamida
100 m! Agua destilada.

Filtrar y almacenar a 4°C en obscurndad (30 dias como maximo){Manejar con
guantes).
) Buffer Tris-HCI1 1. SM PDH 8.8

18.15g Tris base.

Aprox. 50 ml de agua destilada. Ajustar el pH 8.8 con HCI 1N. Lievar a 100 ml con
agua destilada, fitrar y aimacenar a 4°C.
<) Butfer Tris-HCIQSMpHE 8

6.0 g Tns base

Aprox. 50 m! de agua destilada. Ajustar el pH 6.8 con HC1 1N. Lievar a 100 mi con
agua destilada, filtrar y almacenar a 4°C.

dsutfat i 10%

Disolver 10g de ADA en 30 mi de agua destilada con suave agitacion, llevar a 100

mi con agua destilada. Filtrar y guardar a temperatura amtnente.
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g)_PersyMato de Amonio ol 10% Fresco. (Preparar 1 mi cada vez que se corre la

olectroforesis).
D IEMED (N'N'N' Toetrametiletilendiamina). Conservado en refrigeracion

Q) Glicerol
h) Solugidn gigastorn: (conservar a tamperatura ambicnte)
3.8 m! de agua destilada.
1.0 mi de Buffer tns-HCI 0.5M pH 6.8
0.8 mi de Glicerol.
1.6 mide SDS 10%
0.4 ml de 2 |Fmercaptoetanol.
0.4 mi de azul de bromofeno! 0.05% (W/V).
1 Buffer de_cormmrente pH 8 3 (diwdo, listo para usarse).
3.0g Tris base.
14.4 g Guana
1.09 SDsS

Llevar a un litro con agua destlada, filtrar y conservar a temparatura ambiente. No

ajustar el pH con dodos o bases
ICi idora madr.
1g de azul de coomassie R250
Lievar a 100 m! con agua destlada
il n TeMidora
62.5 ml de Solucidn teMidora madre.
250.0 mi de Metanol.
50.0 mi de Acido acélica
137.5 ml de Agua deslilada
{ 1 n tefidor. n
250.0 m! de Metanot
50.0 mi de Acido aceélico.
200 0 ml de Agua destlada.
lucion teMidor:
25.0 mil de Metanol
35.0 ml de Acido acético.
440.0 mi de Agua destilada.
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n) Solucidn para desecar el gel
Glicerol al 5% viv

3.- PREPARACION DE GELES

22) Gel concentrador 4% Tris 0.125 M pH 6.8
6.1 ml de Agua destilada
2.5 mi de Buffer Tns-HCH0.5M pH4 6.8
0.1 m! de SDS 10%
1.3 ml de Monotmero de Acrdanuda-Bis
0 05 mi de Persullato de amonio® fresco 10%
0.005 mit de TEMED"

Total de monémeros 10 mt

bt Gel separador Tns 0375 M pH B 8B
Tabla 9. Relacién de cantidad de reactivos necesarios para preparar geles de
___acrilamida_en diferentes concentraciones (PAGE),,.

Reactivo 7 5% PAGE |[10% PAGE |12% PAGE | 15% PAGE
Agua destilada 48 50 mi 4010 ml 33.50m! 2350 mit
Buffer Tns-HCIpH 88 | 2500 mi | 2500 mi 2500 mi 2500 mi
(8DS 10% T 7100 m 1.00 i .00 mi T.00 mi
IMondmore de Acniamda Bis 1 2600 mi ] 3340 mi 40 00 mi 56.00 ml
Persuilato de amomo* 10% f 050 mi I-ﬁOT 050 ml | 050mi
TEMED® T T 605mi G 05 mi 0.05 mi 0.05 mi
Totat de monomeres 100 0mi 1000 mi 100 0 mi 100 O mi

geles
de electroforesis
4. PREPARACION DE MUESTRAS:

Las muestras de enzimas o proteinas,
A las muesiras no digendas se les adiciona gheerol (1:1). Para

se pueden emplear de dos formas

digeridas 0 no digendis
las muestras a digenir, se uhhiza la solucidn digestora (h) en relacion 1:1, posterrormente

las muestras se colocan en baho maria, a 90°C durante 10 minutos. Las muestras

estaran listas para colocartas en los carnies correspondientes del gel de acrilamida.
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5. PASOS A SEGUIR PARA EL USO DEL EQUIPO DE ELECTROFORESIS,,.
1) Lavar el equipo de electroforesis con agua destilada.
2) Sobre una superficie lisa, armar el equipo "sandwich™ de electroforesis, segun las

instrucciones de la compafnia manufacturera. (Este equipo es en donde se prepara ¢l gel
de acrilamida).

3) Adicionar al “sandwich™ 1a solucibn del gel separador y permitic qua gelifique.

4) Adicionar al "sandwich” la solucidn del gel concentrador, colocdar el pemne (que formara
ios carriles) en la parte supenor del sandwich, haciendo contacto con el gel, y permitir que
geilifique.

5) Montar el “sandwich™ (con los geles formados) en el equipo de electroforesis,
adicionar buffer de corrimiento (i) en la camara alta del equipo.

6) Colocar suavemente las muestras de enzima o proteina (digeridas o sin digerir) en los
carriles correspondientes

7) En la cAmara infenior del equipo de electrofcresis, verter buffer de corfimiento (1)
8) Colocar el 4nodo y catodo correspondientes y conectarios a una fuente de poder
9) Emplear el sistema de refrigeracion, para evitar que el gel se rompa

10) Al término del tempo correspondiente. en el cual las proteinas “corneron™ en el gel
desconectar la fuente de poder. desarmar el equipe y abnr con cuidado el "sandwich®, de
tal forma que el gel no se rompa

11) Colocar el gel en [a soiucion teflidora (k) durante 24 hrs . s1 es posible con agitacion
constante.{(ver también tincidn con nitrato de plata)

12) Al recipiente con el gel, cambiarie la sotucidn tehidora por la solucion desterudora uno
() de 4 a6 hrs.

13) Sustituir la solucidon tefidora uno por 12 dos (M), dejar reposar durante 6 hrs y
guardar en refrigeracidon en agua destiloda o desecar ¢l get

14) Colocar los geles en un recipiente de vidrno con |la solucidn desecadora de glicerot (n).
recornar 2 rectangulos (ligeramente mayores al tamano del gel) de celofan duice y
cofocarlos en la misma solucidon, dejar reposar los geles y el celofan durante 12 horas.
Sobre un vidrio liso y seco colocar un rectangulo de celofan, sobre el colocar el gel y de
nuevo otro pedazo de celofan, sujetar con maskin-tape y dejar deshidratar durante 48
horas.
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8.- TINCION DE GELES DE ELECTROFORESIS CON NITRATO DE PLATA.
REACTIVOS:

1) Solucién fijadora de proteinas: Metanol al 50% v/v + Acido acético al 10%

2)100 mi de Hidroxido de Sodio (NaOH) 0.1M + 20 mi de Hidréxido de Amonio (NHOH)
en agitacion constante.

3)Dituir 4g de Nitrato de Plata (AgNO,) disuelios en 20 mil de Agua desionizada fria.

4)Solucion teridora de plata: Adicionar a la solucdn de Hidréxido de Sodio e Hidréxido de
Amonio la solucién de Nitrato de Ptata lentamente y con agitacién constanto, también se
adiciona 300 ml de agua desionizada fria. (NOTA: Al termino de mezclar ambas
soluciones debe quedar una solucidn transparente; si se forrman precipitados color pardo
© mamrdn adicrondr mas cantdad de Hidrdxido de Amonio hasta que dicha precipstacion
se elimine)

5) Solucion reveladora: Disolver 50 mg de dcido citnco en 500 ml de agua desionizada,
adicionar 1 ml de formaldehido y aforar a un htro.

6) Solucion catalizadora, para controlar a reaccidn Hacer una mezcla de isopropanol al
25% con aAcido acético al 7%

NOTA: Estas cantidades y lempos estan sujetos a “pueba y error”, segun el método y
concentracdn empleada en la elaboracidn de los geles de electrofores:s
PROCEDIMIENTO

1.- Después de separar el gel det equipo de electroforesis (Ver 5.10) colocar el gel en la
solucidn fijadora de proteinas (6.1) durante una hora. Eliminar 1a solucdn fijadora y

realizar tres lavados con agua desionizada cada uno de 10 minutos.

2.- Al gel previamente “lavado” se le adiciona la solucion teflidora de plata (6.4) y dejar en
agitacion durante 20 minutos aproximadamente.

3.- Tirar la solucién tenidora de plata y reahzar cuatro lavados con S00 m! de agua
desionizada durante 10 minutos cada uno.

4.- Adicionar al gel la solucidtn reveladora (6.5) y agitar hasta que las bandas de proteina
se observen claramente, para impedir que la reaccidn continde agregar la solucién
catalizadora (6.6).

5.- Desecar el gel como se indica en la seccidn 5.14 (de este anexo).
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