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RESUMEN

Por medio de procesos biotecnologicos se elaboré el queso de pasta azul inoculando
a seis litros de leche I ml de esporas diluidas de Penicillium roquefortii. Dichas
esporas fueron aisladas y purificadas de un queso comercial. Posteriormente el queso
se lo colocd en una cdmara de maduracion a condiciones de humedad y temperatura
de 87% a 90%; y de 18°C a 20°C, respectivamente. El producto obtenido fue
evaluado en sus caracteristicas sensoriales por un panel no entrenado. Los resultados
obtenidos nos permitieron establecer las condiciones de crecimiento de una cepa de

P. roguefortii adecuada para la preparacion de queso azul a escala de laboratorio.
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ABSTRACT

By means of biotechnological processes, blue cheese was elaborated inoculating 1 ml
of diluted spores from Penicillium roquefortii in six liters of milk. The spores were
isolated and purified from a cheese obtained in local markets. Afterwards, the
product was placed in a maturing chamber at moisture and temperature conditions
(from 87% to 90% and from 18°C to 20°C). The final product was evaluated by
sensorial analysis for a not trained panel. The results of this work were the
determination of the suitable media for the fungus development and the maturing
conditions of the final products. Applying this condition is possible to obtain blue

cheese at a lab scale.
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AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE CEPAS DE PENICILLIUM
APLICABLES EN PROCESOS BIOTECNOLOGICOS DE LACTEOS.

INTRODUCCION

La aplicacion de técnicas de aislamiento y purificacion de cepas de Penicillium
aplicables y su utilizacién en procesos biotecnolégicos de lacteos es un tema de suma
importancia ya que nos permite obtener diversos productos lacteos, que pueden llegar a
un espectro mayor de consumidores. Ademas, los productos elaborados con
herramientas biotecnoldgicas permiten obtener resultados favorables desde el punto de
vista de calidad y costos. El desarrollo alcanzado en las técnicas de aislamiento e
identificacion de aromas, colorantes y sabores, hacen que el area de productos naturales
sea la de mayor crecimiento dentro del campo de la quimica organica mediante el uso de
la biotecnologia y bioingenieria. Los microorganismos constituyen una de las fuentes
menos estudiadas y mas promisorias en la transformacion biotecnolégica, ofreciendo

grandes posibilidades para la obtencion de nuevas estructuras y actividades bioldgicas.

La presencia de hongos en alimentos de consumo humano tiene una enorme importancia
biotecnologica debido a que éstos son utilizados como iniciadores microbioldgicos en la
maduracion de distintos productos con el fin de obtener determinadas caracteristicas
sapido aromaticas deseables para el producto final. La investigacion de este proyecto se

baso en los siguientes objetivos:
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OBJETIVO GENERAL

< Desarrollar una metodologia para el aislamiento y purificacion de cepas de

Penicillium y su aplicacion en procesos biotecnologicos de lacteos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

9
L X4

Aislar y purificar el Penicillium para la elaboracion del queso de pasta azul a

partir de un sustrato comercial.

< Crear las condiciones adecuadas de maduracion para el queso que se pretende

elaborar.

« Elaborar un queso de pasta azul a partir del Penicillium que se aisle, realizando

varias pruebas experimentales hasta obtener el queso deseado.

« Realizar una evaluacion sensorial al queso obtenido.

Estas propuestas se llevo a cabo cultivando y aislando el microorganismo (Penicillium)
de sustratos comerciales (quesos), para ser utilizado en la produccion de quesos de pasta
azul, mediante el uso de procesos biotecnoldgicos, este queso se elabor6 inoculando el
hongo en la leche de vaca pasteurizada y de esta forma se obtuvo un producto similar al

gue se expenden en el mercado.

Posteriormente se realizd una evaluacion sensorial para saber el grado de satisfaccion de
los posibles consumidores, para esto se utilizd un panel de degustacion no entrenado y
de esta forma se determiné que el queso de esta investigacion tiene una buena
aceptacién, puesto que sus caracteristicas sensoriales son similares a la del queso azul

comercial.
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CAPITULO |
QUESOS DE PASTA AZUL

1.1 HISTORIA'Y GENERALIDADES

1.1.1 HISTORIA

La leyenda que rodea a este queso de pasta azul esta protagonizada por un joven
pastorcillo que olvidd su requeson y un pedazo de pan de centeno en el interior de la
cueva que le servia de cobijo, cuando regreso después de algun tiempo observé que el
requeson de oveja mostraba un veteado color verde suave y el pan estaba cubierto de un
fino moho. Como el pastorcillo estaba hambriento poco escrupuloso se lo comio,

descubriendo asi el milagro del queso Roquefort. (Martegani, 2007).

Tres son los motivos de que el queso de pasta azul sea uno de los méas cotizados en el
mercado: el primero, la leche de 4 diferentes razas de ovejas criadas sélo para la
produccién del queso, (la Lacune, Lorzac, Segola y Causses); el segundo, el proceso de
analisis que los cientificos llevan a cabo para lograr los puntos deseados de afiejamiento
y la utilizacion de las bacterias responsables del sabor; y tercero, las condiciones
ambientales de las cuevas de Causse de Cambalou, que la ciencia no ha podido igualar.
(Martegani, 2007).

En la fabricacién del queso Roquefort intervienen una serie de reacciones quimico-
bioldgicas. El ingrediente principal, después de las cuatro leches de ovejas, es una
bacteria conocida como Penicillium roquefortii, la cual es esparcida cuidadosamente
sobre el cuajo, quedando preparado para ser llevado a las grutas donde madurara

lentamente. (Martegani, 2007).
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El fendmeno Roquefort arranca en la era jurasica, hace unos 200 millones de afios, con
el hundimiento de la montafia Combalou. Esta convulsion de la naturaleza crea un
entorno geoldgico Unico para lo que mas tarde seria el queso Roquefort. Se forma
entonces el actual macizo rocoso con las cuevas naturales que influyen en la curacién
del queso Roquefort y que lo han convertido en un simbolo gastronémico en todo el
mundo. (Martegani, 2007).

1.1.2 GENERALIDADES

Estos quesos se distinguen por la presencia de mohos, los cuales les dan sus colores
verdes 0 azulados. Quiza sea la variedad que mas rechazo pueda causar a simple vista,
debido al color y al fuerte olor, que puede recordar al de la descomposicién. Sin

embargo, su intenso sabor es uno de los méas apreciados por los gourmets del queso.

Para conseguir la proliferacion de los mohos hay que almacenar los quesos en lugares
con humedades muy elevadas, normalmente 90% HR. Los mohos que proliferan en los
quesos normalmente son del género Penicillium, en el que varias de sus especies reciben
el nombre del queso en el que se encuentran, como el Penicillium camemberti (en la

corteza del camembert), o el Penicillium roquefortii, del queso roquefort.

Otros quesos famosos por sus mohos son el queso de Cabrales asturiano, el queso stilton
procedente de Inglaterra, o el queso gorgonzola italiano, que puede encontrarse en una
variedad dulce (aungue ligeramente picante), y en otra variedad de sabor mucho mas

fuerte y picante.
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1.2 CARACTERISTICAS SENSORIALES, FISICO-QUIMICAS Y
MICROBIOLOGICAS.

1.2.1 Caracteristicas sensoriales

El queso de pasta azul se distingue por poseer las siguientes caracteristicas:

%+ Sabor: Picante, salado, caracteristico.

% Aroma: Intenso propio de este tipo de queso

¢+ Color: Blanco a blanco amarillento, uniforme, con vetas caracteristicas de color
verde, verde azulado o verde grisaceo.

% Corteza: Puede presentar untuosidad superficial de color ligeramente parduzco,
rugosa, débil, sin rajaduras, y compacta.

¢ Consistencia: Es semidura desmenuzable o semiblanda pastosa.

s Textura: Textura abierta, con desarrollo de mohos distribuidos de manera

razonablemente uniforme, con vetas caracteristicas de color verde, verde azulado

o verde grisaceo. (Codex Alimentario Argentino).

1.2.2 Formay peso

La forma y peso del queso al término de su maduracién son las siguientes:

% Altura méxima: 10 cm.

¢+ Diametro méximo: 20 cm.

¢+ Peso minimo: 2 Kg.

% Peso méximo: 13 Kg. (Rango permitido de Hormas: 2 a 13 Kg

% Forma: Es cilindrica, con caras sensiblemente planas. (Guillen, 1990).
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1.2.3 Caracteristicas fisico — quimicas

El queso azul responde a las caracteristicas de composicion y calidad de los quesos de
mediana o alta humedad y grasos o semigrasos, dichas caracteristicas estan descritas en
el codigo alimentario argentino articulo 608 para la materia grasa y en el articulo 609

para determinar la humedad del queso y establece lo siguiente:

+«+ Materia grasa del extracto seco entre 45,0 y 59,9%.

+«+ Materia grasa del extracto seco entre 25y 39,9%.

¢ Humedad entre 36,0 y 45,9% para los conocidos como quesos de pasta semidura
¢ Humedad entre 46,0 y 54,9% para los conocidos como quesos de pasta

semiblanda.

1.2.4 Composicion del queso de pasta azul

El queso azul contiene, proteinas, grasas y minerales que se describen a continuacion:

CUADRO 1: COMPOSICION DEL QUESO AZUL POR CADA 100GR

Proteinas (g):19,2 Fosforo (mg):250
Grasas (9):38.8 Tiamina (mg):0.239
Cenizas (g):4.40 Riboflavina (mg):0.404
Sodio (mg):1210 Energia (Kcal):426

Potasio (mg):74

Calcio (mg):200

Fuente: Martegani 2007

1.2.5 Caracteristicas microbioldgicas

Los requisitos microbiologicos definidos en esta norma, han sido establecidos conforme

a los criterios y planes de muestreo para aceptacion de lotes de la Comision
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Internacional de especificaciones Microbioldgicas de los Alimentos (ICMSF). Los

métodos analiticos responden a la metodologia internacionalmente aceptada.

Los requisitos microbiologicos para el queso azul estan establecidos en el Reglamento
Técnico del Mercosur de identidad y calidad de los quesos y estos han sido incorporados

al codigo alimentario argentino.

CUADRO 2: REQUISITOS MICROBIOLOGICOS PARA EL QUESO AZUL

Microorganismos Criterios de aceptacion | Categoria ICMSF Método de Ensayo

Coliformes/ g (30 C) n=5c¢=2

m = 5000 5 FIL 73A: 1985

M = 10000
Coliformes/ g (45 C) n=5c¢c=2

m = 100 5 ALPHA 1992,C.24

M = 1000 )
Estafilococos coag. Pos./g n=5c¢=2

m = 1000 5 FIL 145: 1990

M = 5000
Salmonella spp/25g n=5c¢c=0

m=0 10 FIL 93A: 1985

Listeria n=5c¢c=2 FILL 143: 1990
monocytogenes/25g m=0 10

Fuente: Codex alimentario, 2007.

n: nimero de unidades de muestra analizada.

¢: nimero méaximo de unidades de muestra cuyos resultados pueden estar comprendidos entre m (calidad
aceptable) y m (calidad aceptable provisionalmente).

m: nivel maximo del microorganismo en el alimento, para una calidad aceptable.

M: nivel maximo del microorganismo en el alimento, para una calidad aceptable provisionalmente.
1.3 TIPOS DE PENICILLIUM QUE SE USAN EN QUESERiA

El género Penicillium es un hongo que se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza y es productor de &cidos organicos como el acido citrico, el acido fumarico, el

acido oxalico, el acido gluconico y el acido galico. Posee colonias de color verde y
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aspecto verdoso que son inodoras. Los conidioforos son de pared netamente rugosa y las
hifas de pared fina. Las principales especies de mohos utilizados en la elaboracion de

quesos que pertenecen a esta familia y son:

% Penicillium roquefortii
% Penicillium glaucum
++ Penicillium gorgonzola
¢+ Penicillium candidum

++ Penicillium camemberti

Los tres primeros son utilizados para la elaboracion de quesos de pasta azul, y los dos
ultimos para la elaboracion de quesos de pasta blanda.

Los mohos utilizados para la elaboracion de quesos de pasta azul se suelen afiadir a la
leche o al queso. Estos mohos, para su crecimiento, necesitan gran cantidad de oxigeno,
de manera que se suelen perforar los quesos con agujas para que entre el aire. Se les deja
respirar durante el proceso de maduracion y los mohos se van desarrollando desde el
interior hacia la superficie del queso. Al cabo de unas cuatro o cinco semanas de
maduracion ya se ven los mohos azules sobre la parte exterior de los quesos. (Martegani,
2007).

1.3.1 Empleo del Penicillium roquefortii

El Penicillium roquefortii se emplea para la elaboracion de quesos por su accion
lipolitica y proteolitica poderosa, responsable del aroma tipico del queso Roquefort o del
queso de cabrales. EI aroma se debe sobre todo a las metilcetonas y los alcoholes
secundarios que produce, asi como los aminoacidos y el amoniaco liberado por las

distintas reacciones quimicas. (Carpenter, 1979).
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1.3.2 Funcion que cumple el Penicillium en queseria

Dentro de las funciones que cumple el Penicillium en queseria citamos las siguientes:

% Provoca la desacidificacion de la pasta del queso, mediante la utilizacion del
acido l4ctico.

% Segregan un conjunto de enzimas que le confiere un poder proteolitico
importante.

¢+ Desarrolla una gran actividad lipolitica, produciendo el aroma tipico de los
quesos de pasta azul. (Maulini, 2007).

1.3.3 Caracteristicas del Penicillium

Para poder emplear el Penicillium en la queseria debe cumplir con las siguientes

caracteristicas:
+«+ Las cepas que van a ser usadas para elaborar el queso tienen que ser capaces de
crecer y desarrollarse en las condiciones que este el alimento.

¢+ Las cepas deben estar libres de microorganismos patdgenos.

s Ademas las cepas no deben producir sustancias que afecten a otros
microorganismos o al desarrollo normal del proceso fermentador.
(Maulini,2007).

1.3.4 Caracteristicas de las cepas que se emplean en la elaboracién del queso
Los fermentos flngicos estan constituidos por una cepa pura 0 por una asociacion de

cepas seleccionadas de mohos. Se pueden aislar de elaboraciones tradicionales o bien de

colecciones de laboratorio. Las cepas a emplear se eligen segun los siguientes criterios:
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%+ La cepa que va a ser usada en el proceso de elaboracidn del queso tienen que ser
de facil empleo.

¢+ La cepa debe ser lo mas robusta posible, para que se efectué su desarrollo en el
queso.

% La cepa debe estar desprovista de poder patdgeno, para evitar intoxicaciones en
el consumidor. (Martegani, 2007).

1.4 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL PENICILLIUM

El Penicillium es un hongo que inhibe el desarrollo de diversos microorganismos que
pueden afectar la salud de los seres humanos, pues fue a partir de este hongo que se
descubri6 la penicilina y es muy utilizado en la industria farmacéutica ya que es activo
sobre el estafilococo, estreptococo y neumococo, asi como sobre la mayor parte de los
microorganismos gram positivos, presentando escasa accion sobre los gram negativos.

El hongo del que Fleming aisl6 la penicilina se identifico como Penicillium notatum,
mas tarde se encontr0 que otras especies proporcionaban cantidades mayores del
antibidtico, y en la actualidad se emplea una cepa distinta, denominada Penicillium
chriysogenum, la cual es utilizada para la produccion comercial de la penicilina
(Carpenter, 1979).

En el presente trabajo, la cepa aislada de Penicillium se utilizé para la elaboracion de
quesos de pasta azul, este hongo no segrega sustancias inhibidoras del crecimiento de
otros microorganismos, pero como se indico en el punto 1.3.1 de este capitulo sintetizan

sustancias que ayudan con el aroma y sabor de los quesos.

1.5 CONSUMO DEL QUESO DE PASTA AZUL

El queso de pasta azul es muy consumido por toda Europa especialmente en los paises
de Francia e ltalia, ya que los habitantes de estos paises gustan de este queso, por su
sabor intenso, mantecoso y fundente al paladar; la principal caracteristica de este queso
es que se puede degustar como aperitivo o despues de las comidas y antes del postre.
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El queso azul es considerado por los Italianos como queso de mesa, puesto que se lo usa
mucho en la cocina para prepara una gran variedad de platillos que son de su agrado. En
ocasiones, gustan de amasar este queso con una pequefia proporcion de sidra,
mezclandolo en la misma mesa como un rito, de manera que se forma una pasta untuosa

facilmente distribuible sobre trozos de pan, lo que al mismo tiempo suaviza su sabor.

Debido a que en Ecuador no existe un dato estadistico a cerca del consumo de este tipo
de quesos se hace una breve resefia del consumo de este producto; en otro pais como es
Argentina, debido a que es uno de los paises dentro de Ameérica del Sur que se consume
y se lo produce mayoritariamente, pues a pesar de que el originario Queso Roquefort
francés se elaboraba con leche cruda de oveja, en Argentina se utiliza la leche
pasteurizada de vaca con la cual los argentinos manufacturan el Queso Azul .Este queso
fue introducido en este pais por los inmigrantes venidos de Europa, quienes conservaron
el tradicional proceso de elaboracion de este producto. La produccion de quesos de pasta

semidura en este pais abarca un 30%.

CUADRO 3: PRODUCCION DE QUESOS SEMIDUROS EN ARGENTINA

Produccion nacional de quesos
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Fuente: Shaller, 2007

Cabe mencionar que la produccién de quesos de pasta semidura 0 mas conocida como

quesos azules se consume internamente y también se exporta asi tenemos que para el
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afio 2003 Argentina exportd méas de 190.000 Kg de queso Azul (el 50 por ciento al
Mercosur), lo cual es muy beneficioso para la economia Argentina.

En cuanto a nuestro pais el queso de pasta azul es un producto que no se produce a

grandes escalas, debido a que poca gente lo conoce y lo consume.

En la Ciudad de Cuenca se revisaron los diferentes mercados donde se expende
alimentos tipo Gourmet como Supermaxi, Coralcentro y el Delicatessen El Espafiol y lo
gue mayoritariamente se expende en estos lugares es el queso Camemberti, Brie,
Gorgonzola y en menor cantidad el Queso Roquefort, estos dos Ultimos se consigue en
El espafiol; este Delicatessen vende el queso azul (Gorgonzola) de la marca
norteamericana, Danish Blue a 22,80 ddlares el kilo de queso. Los quesos que se
expenden en el Supermaxi y Coralcentro son elaborados con Penicillium, y se los
manufactura en empresas ecuatorianas como: FLORALP y EQF S.A. (El Queso Francés
S.A.) de la ciudad de Tulcan, que ademéas poseen la marca francesa Président. Estos
quesos se expenden a un costo de 1.15 a 1.68 dolares por cada 100 a 125 gr. de peso.

El consumo de estos quesos de lo investigado en la ciudad de Cuenca, es de
aproximadamente 8 kilos por mes, y es especialmente consumido por extranjeros y

personas gque han vivido en los paises Europeos.
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CAPITULO I
OBTENCION DEL PENICILLIUM DE QUESOS DE PASTA AZUL

2.1 MATERIALES Y METODOS UTILIZADOS PARA LA OBTENCION DEL
PENICILLIUM

2.1.2 Materiales

Los materiales utilizados para aislar el Penicillium sp. apartir del sustrato comercial

(queso azul) se listan a continuacion:

s Cajas petri

¢+ Hojas de bisturi

¢+ Mangos de bisturi
s Guantes

¢ Parafilm

+¢ Papel absorbente
s Tijeras

< Marcador

¢+ Céamara de flujo laminar

Previo al trabajo experimental, la camara de flujo laminar se desinfectdé con alcohol
potable y se irradio el interior con rayos UV por quince minutos. Los materiales

utilizados se pueden apreciar en el anexo 4.
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2.1.3 Medios de cultivos:

Los medios de cultivo utilizados para el desarrollo del Penicillium sp., fueron:

¢+ Agar Extracto de levadura, Malta y Glucosa (YMG)

Componente g/L
Extracto de malta 10g
Glucosa 10g
Extracto de levadura 49
Agar — Agar 15,625
Agua destilada 1L

¢+ Agar Papa Dextrosa (PDA)

Componente g/L
Puré de papa 209
Glucosa 10g
Agar- Agar 15,625
Agua destilada 1L

¢+ Agar Sabouraud 4%

Componente g/L

Agar Sabouraud 4% 659
Agua destilada 1L
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2.1.4 Métodos utilizados para la obtencion del Penicillium sp.

Para obtener el Penicillium sp., se elaboraron cultivos adecuados para el desarrollo del
hongo y para lo cual se prepard 3 tipos de medios de cultivo, los cuales permiten un
mejor desarrollo del micelio entre estos tenemos: Agar PDA, Agar Sabouraud y Agar
YMG. (Brevis y Padilla., 1996).

2.1.5 Microcultivos de Penicillium sp.

Muchos hongos presentan estructuras fragiles que al ser tomadas o tocadas con los
instrumentos micoldgicos (gancho, espatula y asa) se destruyen o caen, no siendo
posible observarlas y que son de importancia taxonémica. Con el fin de evitar este

problema, se han ideado técnicas simples como el microcultivo. (Brevis y Padilla., 1996)

2.1.6 Técnica

Los microcultivos se realizaron para verificar si el hongo que se est4 desarrollando en
los cultivos es el Penicillium sp., y para ello se realizan camaras humedas, las que luego

se observaron en el microscopio.

Para crear los microcultivos se procedié segun la técnica de la Camara Himeda descrita
por el autor (Brevis y Padilla., 1996):

¢+ Se depositdé una gota de agar (PDA, Sabouraud o YMG) sobre un portaobjeto
limpio.

% Se sembro el hongo en el centro y alrededor del medio de cultivo. Esta
preparacion fue cubierta con un portaobjetos.

¢+ La preparacion se colocoé dentro de una caja petri estéril, con un papel filtro
embebido de agua destilada, con el fin de cultivar el hongo en camara humeda.
Esta camara fue incubada a 26°C, verificando las condiciones de humedad

periédicamente, por cuatro dias.
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Transcurrido el tiempo indicado se observé el crecimiento fungal en el microscopio. Al
emplear esta técnica se pudo observar claramente la forma micelar y los conidiéforos del

Penicillium descritos por el autor. (Pitt et al., 1997).

2.2 OBTENCION, PURIFICACION Y MANTENIMIENTO DEL AISLADO
FUNGAL

2.2.1 Obtencion del Penicillium sp

El Penicillium es un moho que se desarrolla preferentemente a temperaturas entre 20-
35°C (mesofilos), existiendo ademéas hongos psicrofilos y termofilos. Crece mas
lentamente que las bacterias, necesitando 2 - 4 dias en algunos levaduriformes y de 7 a
quince dias hasta 30 dias en los filamentosos. Por ello, es necesario incorporar a los
medios de cultivo de aislamiento primario, inhibidores bacterianos (antibioticos y/o
quimioterapicos de amplio espectro), ya que las bacterias pueden sobre pasar el

desarrollo de los hongos e inclusive eliminarlos. (Brevis y Padilla, 1996).

Se desarrolla mejor y mas rapido a pH cercano a 4; tolera grandes variaciones de pH
(3,5-10). Puede crecer con 5% de acido lactico en el medio. (Philipl, 1979).

Tolera concentraciones de sal de 2-2,5%. Los pequefios contenidos estimulan la
germinacién de los conidios y su limite de tolerancia es >20%. Sin embargo depende de
las cepas ya que con 6-8%, algunas se retrasan en cuanto otras se ven favorecidas.
(Philipl, 1979).

Es un microorganismo microaerofilo, pues requiere de un 5% de oxigeno y se ve
ligeramente estimulado por un aporte de CO,. (Philipl, 1979). En el anexo 5 se puede

apreciar el desarrollo del Penicilliun.
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2.2.2 Preparacion de los cultivos

Para obtener el Penicillium y elaborar el queso azul, el hongo fue aislado de un pequefio

pedazo de queso azul comercial, para ser sembrado en los diferentes agares.

Se prepararon 200ml de cada medio de cultivo, razon por la cual cada componente se

peso exactamente.

Una vez que se ha pesado cada elemento, se coloco en envases de vidrio (frascos schott)
respectivamente, se etiqueta y se dosifica el agua destilada, homogenizamos
completamente; luego esterilizamos los cultivos en el autoclave a una temperatura de

121°C y se mantiene a dicha temperatura por 15 minutos.

Transcurrido el tiempo de esterilizacién, se enfria y se coloca de una a dos gotas de

nistatina para que evite el desarrollo de levaduras y se lleva a la camara de flujo laminar.

Cuando todos los materiales estan estériles, procedemos a trabajar, lo primero que
hacemos es colocar el agar en las cajas petri y luego se etiqueta respectivamente, y

esperamos a que coagule.

Tomamos el sustrato y con la ayuda de un bisturi procedemos a aislar el hongo el cual es
sembrando en cada cultivo que se realiz6, para este caso se sembraron cuatro cajas por
cultivo, y luego se las sello con parafilm y finalmente se las coloca en la incubadora a
una temperatura de 26°C, temperatura Optima para su desarrollo, y se espera ocho dias
para ver su crecimiento; cada tres dias se observa el desarrollo del micelio, esto se
realiza para evitar la proliferacion de levaduras, bacterias u otros microorganismos

indeseables.
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2.2.3 Purificacion de las cepas de Penicillium sp

La purificacion del hongo consistio en limpiar el cultivo de todo microorganismo no
deseable, que se desarrolle alrededor del hongo en estudio, y segun esto se procedi6 a
retirar o eliminar la parte que estaba contaminada para lo cual se uso un bisturi estéril y
cuando estaba demasiado contaminado el cultivo se aislaba solo la parte que mejor
crecio y que estaba libre de microorganismos indeseables y se procedié a sembrar en
cajas nuevas de agar, esto se realizé con la finalidad de que Unicamente crezca el

Penicillium sp.

2.2.4 Mantenimiento del aislado fungal

El aislado fungal se lo mantuvo en agar Sabouraud y en el agar YMG, pues estos

cultivos son en los que mejor se desarrollo el Penicillium sp.

Una vez que el Penicillium crecié sin ningln contaminante, se mantuvo en
refrigeracion, la mayor cantidad de cajas que sea posible, posteriormente se congel6 las
esporas recolectadas en agua estéril. EI congelamiento de las cepas de Penicillium sp, se

hizo escogiendo las cajas en la que el Penicillium sp crecid en toda la superficie.

Los materiales utilizados para el congelamiento de las esporas fueron:

¢+ 10 Puntas estériles de 1ml

¢ 1 Pipeta de 1000 pl

+¢+ 10 tubos Ependorff para microcentrifugacion
¢ Gradilla para los tubos ependorff

¢ Frasco Schott

¢+ Agua destilada

¢+ Asa bacterioldgica
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Las puntas de 1ml y los tubos ependorff, se los envolvié en papel aluminio por separado;
luego medimos 250ml de agua destilada y se colocé en el envase de vidrio y se etiqueto,
posteriormente se esterilizd el agua y los materiales que estaban envueltos en papel

aluminio, se enfrio y se sometio a luz UV por 15 minutos en la camara de flujo laminar.

Concluido la esterilizacion del material de trabajo, se retir6 el parafilm de las cajas que
contenian el Penicillium sp, luego colocamos la punta estéril de 1ml en la pipeta de 1000
ul, posteriormente tomamos 1ml de agua estéril con la pipeta mencionada anteriormente
y se coloca en la caja que contiene el hongo y con la ayuda de una asa previamente
desinfectada se tratd de aislar la mayor cantidad de esporas, las mismas que se
mezclaron con el agua estéril que se adiciond, y con la ayuda de una pipeta tomamaos el
agua mezclada con las esporas posteriormente se colocaron en los tubos ependorff, se
tapo , etiquetd y finalmente se las congel6 y estaban listas para ser inoculadas en el

sustrato (leche) que se utiliz6 para hacer el queso azul.
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CAPITULO Il
ELABORACION Y CONDICIONES DE MADURACION DEL QUESO DE
PASTA AZUL

3.1 PROCESO TECNOLOGICO DEL QUESO DE PASTA AZUL

Para llevar a cabo el proceso tecnoldgico del queso azul debemos tener presente lo

siguiente:

1. Calidad de la leche para el queso: Para producir quesos buenos se tiene que partir de
leche de buena calidad, la leche no debe tener ninguna clase de olor ni sabor anormal y

debe tener procedencia de animales sanos.

2. Pasteurizacion de la leche para queso: Bajo el punto de vista sanitario, higiénico y
técnico, se hace necesario pasteurizar la leche destinada a la produccién de queso, pues

la pasteurizacion permite:

¢+ Destruir el 100% de las bacterias patogenas y el 99% de las bacterias vanales.
¢+ Permite destruir las bacterias del tipo E. coli, las levaduras y enzimas de la
leche.

% Permite obtener productos de mas larga conservacion. (Alvarez., [199-]).

3. Cultivos lacticos usados para el queso: Los cultivos lacticos de uso universal son
bacterias que fermentan la lactosa con produccién de acido lactico y generalmente se
usan mezcladas con bacterias que fermentan el acido citrico y citratos, con produccion
de elementos de aroma. Estas bacterias productoras de aroma originan el acido acético,
CO,, diacetilo y acetoina que influyen en el gusto de los quesos. Los cultivos lacticos se

utilizan con las siguientes finalidades:
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¢+ Establecer las bacterias del tipo necesario en el queso.

¢+ Asegurar el desarrollo del acido que promueva la accion del cuajo y la
sinéresis (contraccion coloidal).

% Mantener la fermentacion lactica de la cuajada durante el tiempo
necesario, y asegurar el pH del queso

% Mejorar el medio del queso para la accion seleccionada de los

microorganismos Yy sus enzimas durante la maduracion.

La cantidad de cultivo generalmente varia de 1-2% para quesos duros y semiduros, de
0.5-1% para quesos semiblandos, los cultivos se agregan a la leche con cierta
anterioridad al cuajo. Este espacio de tiempo se llama premaduracion y sirve para
ambientar a los microorganismos a nuevas condiciones de temperatura, acidez, etc. Esta

premaduracion varia con el tipo de queso y la calidad de la leche. (Alvares, [199-]).

4. Coagulacion de la leche por adicion del cuajo: Este tipo de coagulacion se usa para
la fabricacion de la mayor parte de quesos madurados, semiduros y duros, el cuajo es

extraido del estbmago de terneros y cabritos lactantes.

El principio activo del cuajo es la quimosina, que es una enzima proteolitica que
desdobla las proteinas y tiene la propiedad de hidrolizar los enlaces péptidos de las

proteinas.

El punto isoeléctrico de la quimosina pura esta a pH de 5,4; pero el cuajo actla
perfectamente al pH normal de la leche que es de 6,6 a 6,9 la quimosina es rapidamente
inactivada. (Alvares, [199-]).

La eficiencia maxima de coagulacion se desarrolla a temperaturas de 40- 42°C, pero
bajo 10°C y a mas de 65°C el cuajo no actla. Los limites normales de trabajo para la
mayor parte de los quesos son de 28-35°C; de esta forma se obtiene una coagulacion

mas lenta y una cuajada mas suave, de acuerdo con el tipo de queso. Por regla general
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los quesos blandos requieren una temperatura de coagulacion mas baja, mientras que los

quesos duros necesitan temperaturas un poco mas altas. (Alvares,[199-]).

5. Corte y fraccionamiento de la cuajada: El corte de la cuajada tiene por finalidad
provocar y acelerar la salida del suero; la cuajada es cortada con una lira, la misma
divide a la cuajada en pequefios cubos cuando es aplicada vertical y horizontalmente,

facilitando la salida répida del suero.

6. Desuerado: Cuando el grano presenta la consistencia y caracteristicas apropiadas a
cada tipo de queso, se interrumpe la agitacion y se deja al grano bajar al fondo del

recipiente que lo contiene, para en seguida empezar el desuerado.

La interpretacion de los signos que marcan el momento en que se debe dar por
terminado el trabajo del grano es de los momentos méas delicados de la fabricacion de
quesos, por cuanto si se interrumpe el trabajo antes de que el grano adquiera la
consistencia, humedad, y acidez apropiada, el queso quedara con demasiada humedad,
muy blando, posiblemente con elevada acidez y con textura muy fiable (fréagil); en
cambio si se tarda demasiado en empezar el desuerado el queso quedara seco y duro.
(Alvares, [199-]).

7. Moldeado y prensado: EI moldeado del queso tiene por finalidad dar al queso
determinado formato y tamafio de acuerdo a sus caracteristicas y de acuerdo a la
tradicion y exigencias del mercado. Al colocar la cuajada en los moldes, se revisten

estos de tela o pario para facilitar la salida del suero y para formar la corteza.

El objetivo del prensado es separar mas suero, compactar la masa uniendo los granos y
dar al queso el formato deseado, el prensado varia mucho en intensidad y duracién

dependiendo del tipo de queso.

8. Salazdn: Se efectua con las finalidades de impartir cualidades de sabor que lo hace
mas apetecido, dar al producto mayor conservacion, inhibir o retardar el desarrollo de
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microorganismos indeseables y seleccionar la flora normal del queso, influyendo en la
solubilidad de los compuestos nitrogenados Yy facilitar en ciertas condiciones la salida
del suero. La cantidad de sal en el queso puede variar de 0,8 — 2% pero en algunas

variedades se usa hasta 5-8%.

9. Maduracion del queso: También se le conoce con el nombre de afinado. Esta es la
etapa final de la fabricacion del queso, a excepcion de los quesos frescos, los cuales no

pasan por esta operacion.

El objetivo de la maduracién es obtener en el queso propiedades especificas, en cuanto
al sabor, textura, aspecto y consistencia. También se producen cambios en el valor

nutritivo del queso y en su digestibilidad.

Quimicamente hablando, se producen los siguientes cambios pérdida de humedad,
destruccion de la lactosa (glicolisis), neutralizacion o desaparicion parcial del &cido
lactico, consecuentemente, elevacion del pH, degradacion de las proteinas, la
solubilizacion parcial de las proteinas, solubilizacion parcial de la caseina (protedlisis),
consecuentemente modificacion de la textura, hidrdlisis de la grasa (lipdlisis) y

degradacion de los acidos grasos. (Alvares, [199-]).

10. Recuento de esporas congeladas.

Antes de realizar la inoculacién de las esporas en la leche es necesario realizar el conteo
de esporas suspendidas en el agua estéril; la cantidad de células viables se determiné a
través de la camara de Neubauer en el microscopio con el lente de 40x. Al determinar la
concentracion en la que se encuentra las células de esporas se podra decidir hacer o no
una disolucion para posteriormente inocularlos al sustrato con el que se pretende

elaborar el queso azul. Para hacer el conteo se procedio de la siguiente forma:
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1. Se descongelaron las esporas y se tomo una muestra por cada medio en el que
crecieron (Agar YMG, Agar Sabouraud).

2. Posteriormente se agité convenientemente con un agitador mecanico (vortex).

3. A continuacion se realizo una dilucién tomando 100pl de esporas y 900 ul de
agua destilada.

4. Luego se tomaron 50pl de esporas diluidas y se las colocé en las ranuras de la
camara de Neubauer y luego observamos en el microscopio.

5. Para determinar la cantidad de esporas se tuvo que sacar un promedio de

diferentes cuadrantes elevando al factor de dilucién (10°).
11. Resultados del conteo de esporas
Los resultados del conteo de esporas son los siguientes:

% Las esporas que se desarrollaron en agar YMG estaban en una cantidad 6*10°
esporas por ml.
% En cuanto a las esporas que se desarrollaron en agar Sabouraud se encontraban

en una cantidad de 11*10° esporas por ml.

Una vez que se determind la cantidad de esporas viables se procedio a realizar una
dilucion de las esporas para evitar que se saturen y asi facilitar su desarrollo en el medio

que se inoculd.
3.1.1 Descripcion del proceso tecnoldgico
En el proceso que se llevo a cabo para elaborar el queso se describe a continuacion:
1. Se utilizé 6 litros de leche de vaca entera, se pasteuriz6 a 72°C por 15 segundos y
luego se enfrié a 40°C.

2. Se adiciond 0,5% de cultivo lactico meséfilo homofermentativo; se adiciono 1ml

del Penicillium y se incubo por 30 minutos.
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3. Luego se agregd 0,12g de cuajo y se dejo en reposo hasta que coagule.

4. Una vez que se formaron los codgulos se procedié a realizar el corte con la liray
se dejo en reposo por 10 minutos.

5. Posteriormente se procedié a drenar el suero, se coloco la cuajada en los moldes,
y se prenso toda la noche.

6. Una vez que los quesos han eliminado la mayor cantidad de suero que sea
posible, se procede a pesarlo para salarlos por frotacion, proceso que se repite
por cuatro dias. La sal se coloca en una cantidad del 2%.

7. Transcurrido el tiempo de salacion se procedié a realizar los agujeros en el
queso.

8. Posteriormente se los colocé en la cdmara de maduracion a una temperatura de
que variaba entre los 18°C y los 20°C y una humedad relativa que estaba entre
los 87% y 90%; cada dos dias se volteaba los quesos. El tiempo que el queso de
pasta azul tardé en madurar fue de 50 dias.

9. Al concluir el tiempo de maduracion de los quesos se procedié a envolverlos en

papel aluminio y se los mantuvo en refrigeracion. (Alvares,199-).

Cabe mencionar que en algunas paginas de internet consultadas sefialan que, la cantidad
de Penicillium que se debe colocar es de 1g para 1000litros de leche, pero esto es en el
caso de esporas de hongos liofilizadas; en mi caso como no disponia de este tipo de
cultivo, se realizo diluciones de las esporas suspendidas en agua estéril que se logro
obtener dado que se encontraban en una gran cantidad que variaba de 6*10° a
11*10°.,esporas/ml por lo tanto al poner directamente estas cantidades de esporas en el
sustrato se hubieran saturado lo cual hubiese impedido su desarrollo normal.

Ademas se realizd pruebas microbioldgicas de la leche las cuales se estaban dentro de
los limites establecidos por las normas. En el anexo 8 se puede apreciar el desarrollo del

hongo en los quesos y en el anexo 2 se observa el diagrama de proceso.
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3.2 AMBIENTE PARA LA AFINACION DE LA MADURACION DE LOS
QUESOS DE PASTA AZUL

La maduracion de los quesos es un hecho dinamico donde varios fendmenos fisicos y
bioquimicos se presentan, unos en forma simultdnea y otros en forma sucesiva y que
provocan cambios estructurales y organolépticos que dan origen a distintos tipos de
quesos. Segun el tipo de queso que se trate, la profundidad de esos cambios sera variable
y podra demorar de unos dias a 24 meses, para alcanzar en esos tiempos, las

caracteristicas que le corresponden.

Los distintos componentes se degradaran selectivamente en mayor o menor grado
dependiendo también de que queso se trate, pero no solo habra cambios en ellos, sino
que se produciran también cambios de pH, humedad, potencial de 6xido reduccion,
actividad del agua, entre otros. La transformacién de estos fenémenos complejos y

variables dependen de:

« La naturaleza del sustrato, en nuestro caso leche, queso y sus componentes.

+« Lavariabilidad de los agentes responsables de estas transformaciones (enzimas).

+¢+ Las condiciones del medio.

%+ Los cambios encadenados que se van produciendo en los componentes iniciales
del queso.

% A la interaccion entre los compuestos formados (provenientes de los

componentes de la leche), dando origen a nuevos y variados componentes.

3.2.1 Agentes de la maduracién de los quesos

-Enzimas coagulantes. No s6lo coagulan la leche, sino que también intervienen en la
protedlisis de las proteinas (caseina). En general s6lo degradan la caseina en grandes
polipéptidos que no inciden en las caracteristicas del queso, pero sirven como sustrato de

otras enzimas, generalmente bacterianas.
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-Enzimas bacterianas provenientes de cultivos empleados. Se consideran factor principal
en la maduracion. Segln el tipo de microorganismo empleado, serd su sistema
enzimatico y los cambios que se produzcan. Algunas actuaran en la masa y otras desde y

en la superficie del queso.

-Enzimas de la leche o proteasas nativas. La plasmina se destaca entre ellas, esta no es
afectada por la pasterizacion, y tal vez se vea activada por ella al destruir un inhibidor de

la activacion de plasmigeno a plasmina.

3.3 FACTORES QUE INCIDEN EN LA MADURACION

Los factores que intervienen en el afinado o maduracién del queso azul son: actividad

del agua, temperatura, tiempo, aireacion y composicion de la atmosfera.

3.3.1 La actividad del agua Aw

La actividad del agua representa en cierta forma, la disponibilidad de agua total de un
producto para las diferentes reacciones que precisan de una fase acuosa. La méxima

actividad es cuando ésta es 1.

La mayoria de las bacterias lacticas tiene una actividad que ronda entre 0,98 y 0,92.
Cuando mayor sea la Aw, acercandose a 1, mejor se podran desarrollar las bacterias.

Los principales elementos que influyen sobre la actividad del agua en el queso son:

1) Contenido de agua del queso. A mayor humedad, mas rapida la maduracion.
2) Contenido de sal. A mayor contenido de sal menor Aw. Es uno de los principales
elementos a considerar, incidiendo mucho en la actividad bacteriana. A medida que
avanza la maduracion, aumenta la Aw por pérdidas de humedad del queso.
3) Aumento del contenido de Nitrégeno soluble, por lo tanto a medida que avanza la
maduracion y descomposicion proteica, menor sera la Aw. (Martegani, 2007).
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3.3.2 La temperatura

El factor principal de control y conduccion de la maduracion es la temperatura a que se
somete y mantiene el producto. Las temperaturas usadas para conservar y madurar los
quesos varian entre 5-16 °C, segln el tipo de queso; las temperaturas mas altas aceleran
en cierto modo la maduracion y las més bajas la retardan. A temperatura més alta el

queso pierde mas humedad que a temperatura mas baja.

La maduracion de los quesos a temperaturas bajas da como resultado lo siguiente:

¢+ Un mejor queso de calidad.

++ Un menor crecimiento de hongos.

>

«» Una calidad mas uniforme

L)

*0

% Menor pérdida de humedad

Generalmente para los quesos medio duros y duros se acostumbra conservarlos entre 10-
12°C y de 12-14°C.

3.3.3 Tiempo

El tiempo es un factor el cual va a depender del tipo de queso y de las caracteristicas
organolépticas que se deseen obtener del queso que se ha sometido a maduracion, pues

el tiempo de maduracion va a variar ya que puede durar dias 0 meses.

3.3.4 Aireacion y composicion de la atmosfera

Los requerimientos de oxigeno en las bacterias son diversos. Asi encontramos que las
bacterias propionicas requieren muy bajo nivel, las bacterias lacticas en general y
especialmente los Lactobacillus son microaerdfilos o sea que se desarrollan con
contenidos bajos de oxigeno, mientras que otros son estrictamente aerobios, como

levaduras mohos y micrococos que se desarrollan en la superficie. En el caso del
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Penicillium que se desarrolla en el interior del queso, hay que darle las condiciones

adecuadas de aireacion, lo que se logra “pinchando” el queso. (Martegani, 2007).

3.4 CAMARA DE MADURACION

Con el fin de establecer los requisitos adecuados de temperatura y humedad para la
maduracion del queso de pasta azul se adapté una camara de maduracion a las

condiciones experimentales de laboratorio. Los materiales utilizados fueron:

+ Hielera térmica de espuma flex
%+ Higrometro

+ Papel aluminio

+ Soporte de acero inoxidable

¢+ Alcohol

La hielera fue forrada con papel aluminio y posteriormente se la desinfectd con alcohol,
en su interior se colocd un soporte de acero inoxidable previamente desinfectado con
alcohol potable, en el soporte se coloco el queso, finalmente se colocé un higrémetro
para controlar la temperatura y el porcentaje de humedad relativa. Se mantuvo al queso
en la cadmara hasta que cumpla su etapa de maduracién, posteriormente se procedio a
realizar pruebas microbioldgicas, pruebas de tipificacion, pruebas fisico-quimicas y una
evaluacion sensorial para determinar el grado de aceptacion del queso elaborado.(Ver

anexo7).

3.5 PRUEBAS MICROBIOLOGICAS DEL QUESO

Esta prueba se realizo con la finalidad de verificar que los resultados obtenidos se
encuentran dentro de los parametros establecidos por la norma del Codex Alimentario
argentino. Las pruebas que se realizaron fue de coliformes, estafilococos, salmonella y

listeria, para estos analisis se tuvo que preparar los siguientes medios de cultivos:
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X/
°

Agar Chromocult para coliformes y salmonella

X/
°

Agar Manitol para Estafilococos

7
X4

Petrifilm para Listeria

X4

180 ml de agua peptona para diluir la muestra.

L)

Estos andlisis se realizaron tomando 10gr de queso azul por cada lote de queso

elaborado posteriormente se procedio a diluir la muestra en 90 ml de agua peptona.

Se siembra la primera dilucién tomando 1000pl (10™) en las cajas petri y sobre esto

colocar el medio de cultivo.

Luego se toma 100pl de la primera dilucion (10gr. Muestra + 90 ml de agua peptonada)
y se obtiene la segunda dilucién 10 se siembra en las cajas y se coloca en medio de

cultivo.

Asi mismo se toma 100l de la primera dilucion y se coloca en 90ml de agua peptona,
posteriormente se toma 1000pl de esta segunda dilucién 107 y se procede de la misma
forma y lo mismo se realiza para 10™ pero con 100 pl de la segunda dilucién. Luego se

incuba por 48 horas a 37°C y se revisan los resultados.

3.6 EVALUACION SENSORIAL DEL QUESO DE PASTA AZUL

Se realiz6 una prueba sensorial de aceptacion y comparacién a un panel de 30 personas
no entrenadas se selecciono este panel por su habilidad, disponibilidad, interés vy
desempefio. En ella los degustantes evaluaron: Color, Textura, Impresion Global,
Aroma, Sabor, Sensaciones Trigeminales. Se utiliz una escala de 1 a 4, en donde: 1 es
suave; 2 es moderadamente fuerte; 3 es fuerte; 4 es extremadamente fuerte.

Para realizar la degustacion de los quesos se utilizé galletas de sal (saltinas). Los puntos

evaluados se aprecian en el anexo 1. A continuacion se describen los siguientes puntos:
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¢+ Apreciacion del color del queso de pasta azul: El color de los quesos va a
depender del tipo de leche empleado, la técnica de elaboracion y por el tiempo de
maduracion. De acuerdo a lo que se investigo este parametro varia en el queso azul
pues puede ser blanco a blanco amarillento, con vetas caracteristicas de color verde,

verde azulado o verde grisaceo.

En este parametro sensorial se determind previo a la encuesta que los colores a revisar
serian: blanco, blanco amarillento, blanco cremoso y blanco parduzco. No se tomo en

cuenta la escala de 1 a 4 para este parametro.

% Textura

Los parametros en los que se evaluo la textura del queso de pasta azul son:

> Fundente: Sensacion que se manifiesta cuando la muestra forma una pasta con
la saliva y funde continuamente dando una percepcion de presencia en la boca.
Plastico: Que puede deformarse lentamente en la boca antes de romperse.
Fibroso:Parecido al colenquima del apio.

Rechinante:Sensacion auditiva del tipo tapén de corcho.

vV V VY V

Crujiente:Sensacion auditiva que acompafia a la masticacion de un queso con
cristales.(Sancho J, 2002).

s Impresion global

Son descriptores de estados referidos a la textura, que se utiliza con frecuencia, y los

cuales citamos a continuacion:

> Cerrado/ compacto:Producto cuyos elementos constitutivos tienen cohesion y
dejan poco espacio entre ellos:
» Gomoso: Producto cuya consistencia plastica se hace maleable bajo un cierto

esfuerzo.
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Pastoso: Adherentey debilmente harinoso a la vez.

Ductil:Que féacilmente se deja deformar varias veces, no recuperando
completamente el estado inicial.

Grumoso: Forma granos con la saliva cuando se le mastica.

Completivo: Que forma granos durante la masticacion, granos que funden mal y

se dispersan por toda la boca.(Sancho J, 2002).

< Aroma

Para la evaluacion del aroma se utilizé los siguientes descriptores:

vV V VY VY

vV V VY V

Lacticos (leche fresca, acidificada, corteza de queso). (Sancho J, 2002).
Vegetales (hierba, verdura cocida, ajo, cebolla, madera). (Sancho J, 2002).
Florales (miel, rosa). (Sancho J, 2002).

Afrutados (avellana, nuez, citricos, platano, pifia, manzana, aceites). (Sancho J,
2002).

Torrefactos (bizcocho, vainilla, caramelo, tostado). (Sancho J, 2002).

Animales (vaca, establo, cuajo, estiércol). (Sancho J, 2002).

Especias (pimienta, menta, clavo de olor). (Sancho J, 2002).

Otros (propidnico, rancio, jabén, ensilado). (Sancho J, 2002).

«» Sabor

Los parametros a evaluar fueron: Dulce,Salado,Acido,Amargo, Huméamico.Segin el

Codex Argentino, el queso de pasta azul debe ser salado, y picante

% Sensaciones trigeminales

Son sensaciones irritantes 0 agresivas que se perciben en la cavidad bucal y que se

acomparian de picores, de contracciones, de calor, de frescor o simplemente de irritacion

mas 0 menos molesta. Los descriptores evaluados son:
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Picante: Sensacion que se manifiesta en la boca en forma de picores pudiendo
Ilegar a ser dolorosos. (Sancho J, 2002).

Astringente: Es una sensacion compleja resultante de la contraccion de las
mucosas de la cavidad bucal que se procude como un resecamiento parcial.
(Sancho J, 2002).

Ardiente:Califica a las substancias que producen una sensacion de
recalentamiento en la cavidad bucal semejante a la provocada por el alcohol, la
pimienta. (Sancho J, 2002).

Refrescante: Califica a las substancias que producen una sensacién de frio en la
cavidad bucal . (Sancho J, 2002).

Metalico: Califica a las substancias que producen una sensacion de picores
eléctricos , sobre todo en la lengua y las encias. (Sancho J, 2002).

Acre: Se denomina asi a productos que como el humo, provocan una sensacién
de iritacion en la mucosa de la parte posterior de la cavidad bucal. (Sancho J,
2002).

Moho. Sabor caracteristico de humedad y hongos. (Sancho J, 2002).
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CAPITULO IV
RESULTADOS

4.1 ANALISIS FISICO-QUIMICO DEL QUESO DE PASTA AZUL

Los andlisis fisico-quimicos que se efectuaron a los quesos azules fue después de que
concluyd la etapa de maduracion de dicho queso, para realizar cada prueba se tomo una
muestra por cada lote y se efectuaron las pruebas de humedad, grasa, proteina, cenizas
y pH y se obtuvo los resultados que se describen en el siguiente cuadro; cabe mencionar

que cada prueba se realizé por duplicado y luego se saco una media.

CUADRO 4: RESULTADO DE LOS ANALISIS QUIMICOS

Descripcion %Humedad %Grasa Proteinas Cenizas Ph
g/100gr. g/100gr.
Muestra 57,48 40 17,54 3,21 4,7

4.2 ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL QUESO DE PASTA AZUL

4.2.1 Prueba de tipificacion del queso azul

Se realizaron varias pruebas de tipificacion a cada lote de queso de pasta azul, este
analisis tiene una gran importancia pues a traves de esto se pudo determinar si el hongo
que se ha desarrollado en el queso es el Penicillium roquefortti que se inoculé a la leche

con la que se elabord el queso en mencion.

Para realizar la tipificacion se procedio a aislar el Penicillium que se desarrollo en los
quesos, se tomd una muestra por queso, posteriormente se procedié a sembrar en agar
malta. Luego se purificd el hongo que crecié en el medio, y enseguida se elabor6

microcultivos con las muestras tomadas. Los microcultivos se elaboraron de la misma
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manera que se describe en el capitulo Il. Transcurrido el tiempo de incubacion de los

microcultivos se procedi6 a observar en el microscopio.(Ver anexo 6).

4.2.2 Observacion del desarrollo en el agar Malta

El agar que se utilizo para la siembra del Penicillium fue el MEA (agar extracto de
malta) se observo un crecimiento rapido y con un diametro de 40 a 60 mm, son planos y
bajos, son estrictamente voluminosos al inicio del crecimiento. Presentan un micelio
copioso, de color blanco, poseen una produccion de conidios moderada a fuerte, los
margenes son de color turquesa grisaceo y tienen un color predominante de verde
obscuro. Al reverso del cultivo son palidos, aunque también pueden ser de color café,
verde o fuertemente verde azulado. Cuando se observa en el microscopio el Penicillium

roquefortti tiene la forma de una mano con muchas ramificaciones.

4.2.3 Resultados de las pruebas microbioldgicas del queso

Las pruebas microbioldgicas efectuadas al queso de pasta azul se muestran en el

siguiente cuadro:

CUADRO 5: RESULTADOS DE LOS ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Descripcion Coliformes Estafilococos Salmonella Listeria
ufc/gr. aureus ufc/gr. Presencia o monocytogenes
ausencia Presencia o
ausencia
Muestra 1 6000 200 Ausencia Ausencia
Muestra 2 2000 500 Ausencia Ausencia

Ver capitulo 1 Criterios microbioldgicos.
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4.3. RESULTADOS DE LA EVALUACION SENSORIAL DEL QUESO DE
PASTA AZUL

Los resultados obtenidos de la evaluacion sensorial se aprecian a continuacion:

¢+ Color: En cuanto a este parametro el 60% de las personas encuestadas sefialan
que el queso elaborado para este proyecto de tesis, posee un color blanco
amarillento; mientras que el 50% indican que el queso comercial posee un color

blanco parduzco.

GRAFICO 1: RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL COLOR

APRECIACION DEL COLOR

Blanco
parduzco

Blanco
CIEMOS0

33,33% OELABORADO
BCOMERCIAL

Blanco 60%
amarillento [ 6.66%

0
Blanco _ 10%

0% 20%  40% 60% 80%
Porcentaje de personas encuestadas

Color

% Textura: De acuerdo con definiciones descritas en el capitulo Il inciso 3.6
literal b, el 33,33% de personas encuestadas indican que las dos muestra son
suavemente fundentes, el 13,33% indica que el producto comercial es
moderadamente fuerte en cuanto a plasticidad, otro grupo de encuestados
determind que el queso comercial es moderadamente fuerte en fibrosidad y el
3,33 % indica que es moderamente fuerte en rechinidad. Lo que determina que el

queso de pasta azul elaborado en esta tesis es suavemente fundente.
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GRAFICO 2: RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LA TEXTURA
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33%
33%
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« Impresion global: Segun las definiciones descritas en el capitulo Il inciso 3.6
literal ¢ ,el 6,67% de las personas encuestadas sefialan que las dos muestras tienen
una suave cohesion y dejan poco espacio entre ellos; y el 6,67% dicen que el queso

comercial es gomoso suave.

De estos parametros revisados los encuestados indicaron, el 30 % de ellos que el queso
de pasta azul comercial es suavemente pastoso y el 23.33% dicen que el queso elaborado
para la tesis es moderadamente fuerte en su pastosidad.

GRAFICO 3: RESULTADOS DE EVALUACION DE LA IMPRESION GLOBAL
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s Aroma: El 30% de los encuestados concuerdan en que las dos muestras tienen un

aroma suavemente lactico.

GRAFICO 4 : RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL AROMA

LACTICA
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+«+ Sabor: El 30 % de los escuestados indican que el queso comercial es
moderadamente fuerte salado, y el 26,67 % dice que el queso elaborado tiene la
misma caracteristica. En cuanto a los otros parametros los panelistas indicaron en

diferentes proporciones los otros sabores.

GRAFICO 5: RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL SABOR
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¢+ Sensaciones trigeminales: ElI 20% de los jueces identifico al queso elaborado como

moderadamente fuerte picante, asi como el 16.67 % considera que los dos tipos de
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quesos son fuertemente picante. También el 20% de los encuenstados tiene la

sensacion que los dos quesos saben a moho.

GRAFICO 6: RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LAS SENSACIONES TRIGEMINALES
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¢ Se realizd al final de la encuesta la pregunta de: ¢ cuél de los dos quesos le agrada

mas?. A lo cual los jueces indicaron su preferencia por la muestra elaborada en este

proyecto de tesis.

GRAFICO 7: RESULTADOS DE LA EVALUACION DE ACEPTACION DEL QUESO

GRATFICO DE LAS
MUESTRAS

Segun el Codex Argentino articulo 627 incisos 2.1.2 (caracteristicas sensoriales)

para alimentos de este tipo, indica que:
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» El color del queso de pasta azul va desde un color Blanco a blanco amarillento,
uniformes, con vetas caracteristicas de color verde, verde azulado o verde
grisaceo.

» Para la textura indica que debe tener una consistencia Semidura desmenuzable
0 semiblanda pastosa. Abierta, con desarrollo de mohos distribuidos de manera
razonablemente uniforme, con vetas caracteristicas.

» Su aroma debe ser caracteristico acentuado

» En cuanto al sabor este debe ser picante, salado, caracteristico.

Como podemos observar el queso azul que fue elaborado para este trabajo cumple con
las caracteristicas sensoriales que el Codex argentino describe para el queso azul y es el

gue mayor aceptacion tiene por los catadores.

4.4 PROPUESTAS DE DEGUSTACION DEL QUESO DE PASTA AZUL

El queso de pasta azul es un producto que se puede consumir como tal, pero es
innegable su valor culinario, pues es muy utilizado para preparar exquisitos platillos
tales como: canapés, salsas, Peras Savarin, para aderezos, etc., todo va de acuerdo a la
preferencia de cada consumidor; ademas este queso se puede comer después de la
comida, untandole sobre el pan sin mantequilla. También es muy delicioso en salsas

cremosas para pasta, ensaladas, derretido sobre peras o con higos.

4.5 CONDICIONES DE EMPAQUE PARA EL QUESO DE PASTA AZUL

El queso puede recubrirse antes de la maduracion, durante el proceso de maduracion o
una vez que la maduracién ha acabado. Cuando se utiliza un recubrimiento durante la
maduracion, la finalidad de ese recubrimiento es regular el contenido de humedad del

queso y proteger el queso de los microorganismos.

El recubrimiento de un queso se realiza para proteger el queso contra microorganismos y

otros contaminantes, para protegerlo contra los dafios materiales que pudiera sufrir
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durante el transporte y la distribucion y/o para darle un aspecto concreto (por ejemplo,
un determinado color). El recubrimiento se distingue facilmente de la corteza, ya que
estd hecho con un material distinto del queso y muy a menudo se puede eliminar
frotandolo, raspandolo o despegandolo; a continuacién se describen algunos de los

recubrimientos de quesos que son muy utilizados en la industria:

» Una pelicula, muy a menudo de acetato de polivinilo, pero también de otro
material artificial o de un material compuesto de ingredientes naturales, que
contribuye a regular la humedad durante la maduracion y protege al queso contra
los microorganismos.

» Una capa, la mayoria de las veces de cera, parafina o plastico, que suele ser
impermeable a la humedad, para proteger el queso después de la maduracion
contra microorganismos y contra dafios materiales durante la manipulacion en la
venta al por menor y, en algunos casos, para mejorar la presentacion del queso.

» Envases o0 envolturas plasticas que pueden ser bolsas de Poli-Etileno de Baja
Densidad y al vacio o no, también se lo puede envolver en papel aluminio o
estafio con o0 sin vacios acondicionados en envases 0 envolturas

bromatoldgicamente aptos. (Codex, 2007).

El queso azul debe conservarse hasta y durante su expendio a una temperatura no
superior a los 8°C, por tal razon una vez que los quesos son empacados son llevados al
cuarto frio de almacenamiento de producto terminado manteniéndose la temperatura a 4-

8° C para garantizar una vida Util .

4.6 ETIQUETADO Y ROTULACION DEL QUESO DE PASTA AZUL

Se denomina etiquetado a cualquier material escrito, impreso o grafico que contiene la
etiqueta, acomparia al alimento o se expone cerca del alimento, incluso el que tiene por
objeto fomentar su venta o colocacion. Para efectuar el etiquetado se debe tener presente
las disposiciones de la Norma General del Codex para el Etiquetado de los Alimentos
Preenvasados (CODEX STAN 1-1985) y la Norma General para el Uso de Términos
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Lecheros (CODEX STAN 206-1999), de acuerdo a estas normas se aplicaran las

siguientes disposiciones especificas:

4.6.1 Denominacion del alimento

La denominacion del alimento deberd ser queso. No obstante, podré omitirse la palabra
“queso” en la denominacion de las variedades de quesos individuales reservadas por las
normas del Codex para quesos individuales, y, en ausencia de ellas, una denominacion
de variedad especificada en la legislacion nacional del pais en que se vende el producto,
siempre que su omisién no suscite una impresion errénea respecto del caracter del

alimento.

En caso de que el producto no se designe con el nombre de una variedad sino solamente
con el nombre "queso", esta designacién podra ir acompafiada por el término descriptivo

que corresponda:

CUADRO 6: DENOMINACION DEL QUESO SEGUN SUS CARACTERISTICAS DE
CONSISTENCIA Y MADURACION

SegUn su consistencia: Término 1 Segun las principales caracteristicas de maduracion:
Término 2
HSMG % Denominacion
<51 Extraduro Madurado
49-56 Duro Madurado por mohos
54-69 Firme/Semiduro No madurado/Fresco
> 67 Blanco En salmuera

La HSMG equivale al porcentaje de humedad sin materia grasa.

4.6.2 Declaracién del contenido de grasa de la leche

Deberéa declararse en forma aceptable el contenido de la grasa de la leche en el pais en
que se vende al consumidor final, bien sea, i) como porcentaje por masa, ii) como

porcentaje de grasa en el extracto seco, o iii) en gramos por racion cuantificada en la
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etiqueta, siempre que se indique el numero de raciones. Podran utilizarse ademas las

expresiones que se describen en el siguiente cuadro:

CUADRO 7: PORCENTAIJES DE GRASA DE LA LECHE

Extragraso (si el contenido de GES es superior o igual al 60%)

Graso (si el contenido de GES es superior o igual al 45% e inferior al 60%)
Semigraso (si el contenido de GES es superior o igual al 25% e inferior al 45%)
Semidesnatado (si el contenido de GES es superior o igual al 10% e inferior al 25%)
(Semidescremado)

Desnatado (descremado) (si el contenido de GES es inferior al 10%)

GES: Grasa en Extracto Seco.

Fuente: CODEX STAN A-6-1978

4.6.3 Marcado de la fecha

No obstante las disposiciones de la Norma General para el Etiquetado de los Alimentos
Preenvasados (CODEX STAN 1-1985), no sera necesario declarar la fecha de duracion
minima en la etiqueta de los quesos firmes, duros y extraduros que no sean quesos
madurados con mohos/blandos y que no se destinan a ser comprados como tales por el

consumidor final: en tales casos se declarara la fecha de fabricacion.

4.6.4 Etiquetado de envases no destinados a la venta por mayor

La informacion requerida en la seccion 7 de esta Norma y las secciones 4.1 a 4.8 de la
Norma General para el Etiquetado de los Alimentos Preenvasados (CODEX STAN 1-
1985), vy, en caso necesario, las instrucciones para la conservacion, deberan indicarse
bien sea en el envase o bien en los documentos que lo acomparan, pero el nombre del
producto, la identificacion del lote y el nombre y la direccién del fabricante o envasador
deberan aparecer en el envase. No obstante, la identificacion del lote y el nombre y la

direcciéon del fabricante o del envasador podran ser sustituidos por una marca de
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identificacion, siempre y cuando dicha marca sea claramente identificable con los

documentos que lo acomparian.
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CONCLUSIONES

Una vez que ha finalizado el proceso de maduracion del queso de pasta azul, y se
obtuvieron los resultados mencionados en el capitulo anteriormente podemos deducir lo

siguiente:

1. Con la realizacion de este trabajo se determind que es factible elaborar el queso de
pasta azul a partir del aislamiento y purificacion de cepas de Penicillium que se

encuentra en un sustrato comercial.

2. En la elaboracion de queso azul, es necesario que las cepas de hongo Penicillium
roqueforti sea de féacil empleo, lo mas robusta posible para que se efectle su
desarrollo en el queso. Debe estar desprovista de poder patdgeno para evitar

intoxicaciones en el consumidor.

3. La leche debe ser obtenida de vacas sanas, llevar a cabo el ordefio en condiciones de
higiene. En el momento del proceso tener en cuenta todas las buenas practicas de

higiene y uso de utensilios adecuados.

4. Para obtener el queso azul se tuvo que elaborar varias pruebas experimentales, hasta
obtener el producto final puesto que al inicio habia muchas variaciones en la
temperatura y la humedad, debido a que no se disponia de una cdmara de
maduracion adecuada, razon por la que hubo lotes de quesos que se dafiaron.

5. EIl queso de pasta azul culmino su etapa de maduracion exitosamente al tener un
ambiente de maduracion adecuado en el cual se podia controlar la temperatura y la
humedad relativa los cuales oscilaban de 18°C - 20°C y 87% a 90% de HR
respectivamente, esto fue lo que hizo que el hongo desarrolle en el queso dandole el

aroma y sabor caracteristico.
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6. Los anélisis microbioldgicos que se efectuaron al queso se encuentran dentro de los
limites establecidos por la norma Codex.

7. Al efectuar el andlisis de tipificacion del queso se pudo comprobar que el moho que
se ha desarrollado en el interior y en el exterior del queso es el Penicillium
roquefortii que se inocul6 a la leche para elaborar el queso. Esta conclusion se
obtuvo luego del anélisis de un microcultivo del hongo crecido en los productos

elaborados.

8. Con la evaluacion sensorial de aceptacion del queso azul elaborado y comparacion
con un queso azul comercial; se pudo determinar que el queso que se elaboré para
esta tesis tiene mayor aceptacion y su diferencia es escasa tal como lo podemos

observar en los datos obtenidos de la encuesta.
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ANEXOS

ANEXO 1: FORMATO DE LA PRUEBA DE DEGUSTACION

Muestra de comparacion y aceptacion.

Nombre:

Fecha: Hora:

Producto: Queso Maduro

Usted va a probar dos tipos de quesos y pedimos su apreciacion acerca de los siguientes
parametros organolépticos: Color, Textura, Impresién Global, Aroma, Sabor,
Sensaciones Tridimensionales y por dltimo indique si hay diferencias entre las dos

muestras.

1. Color: Marque una x de acuerdo a su apreciacion.

Muestra Blanco Blanco Blanco Blanco
amarillento Cremoso Parduzco
231
312

2. Textura: Ponga la siguiente numeracion: 1 Suave, 2 Moderadamente fuerte,

3 Fuerte, 4 extremadamente fuerte.

Muestra Fundente Pléstico Fibroso Rechinante Crujiente
231
312

3. Impresion Global: Ponga la numeracién de acuerdo a su percepcion: 1 Suave,

2 Moderadamente fuerte, 3 Fuerte, 4 extremadamente fuerte.
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Muestra | Cerrado/compacto Gomoso | Pastoso | Ductil | Grumoso Completivo
231
312

4. Aroma: Ponga la numeracion de acuerdo a su percepcion: 1 Suave, 2 Moderadamente

fuerte, 3 Fuerte, 4 extremadamente fuerte.

Muestra | lactica Floral Afrutada Torrefacta Animal Especiada Otros
231
312

5. Sabor: Ponga la numeracién de acuerdo a su percepcion: 1 Suave, 2 Moderadamente
fuerte, 3 Fuerte, 4 extremadamente fuerte.

Muestra Dulce Salado Acido Amargo Humamico
231
312

6. Sensaciones trigeminales: Ponga la numeracion de acuerdo a su percepcion:

1 Suave, 2 Moderadamente fuerte, 3 Fuerte, 4 extremadamente fuerte.

Muestra | Picante Astringente Ardiente Refrescante Metalico Acre | Moho
231
312

7. Cudl de las muestras le agrada mas:

231
312

Gracias por su ayuda.
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ANEXO 2.DIAGRAMA DE PROCESO DEL QUESO DE PASTA AZUL

Fermento P.roquefortii  Cuajo Sal 1,5
0,5%  diluido 1ml/6L. 2% -2,5%

Materia Prima

Pesado de ] i6
Cemac e las G Recepcion de la Leche.

1 1 1 1 e Control de calidad.

Medicion de la leche.

Transporte manual de la leche a la marmita.

Pasteurizacion a 72°C por 15 Segundos.

(- 2) Enfriado de la leche a 40°C.

G\ Adicién del fermento y el Penicillium
¢ incubacion por 30 min.

@ Adicién del cuajo y cuagulacion por 30 mim.

3) Lirado de la cuajada.

Papel aluminio Etiquetas
4) Desuerado.
Corte y , 2 >Transporte manual a los moldes.
Tocsitn Seleccion
) Transporte T Transpbrie 5) Moldeadoy prensado de los quesos.
manual

3 >Transporte manual a las mesas.

\5 ) Desmoldado y pesado de los quesos
3 I6 Salado por frotacion con un 2% Na2Cl
y por cuatro dias.

4 )Trasporte manual del queso a la camara

de maduracion.

Ambiente de la cAmara de maduracion 18-20°C,
HR 87-90%.

Maduracion del queso.

7j
e Perforacion de los quesos.
8

Empacado y etiquetado.

v Almacenado a 4°C.
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ANEXO 3. FOTOGRAFIAS DE LOS MATERIALES USADOS
EN LA INVESTIGACION

1.Balanza 2. Frascos schott

3. Incubadora 4.Microscopio
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ANEXO 4. MATERIALES USADOS PARA EL AISLAMIENTO Y
PURIFICACION DEL PENICILLIUM

1.Materiales 2. Material para congelar esporas

3.Medios de cultivo 4 Nistatina

5.Esporas aisladas 4. Agitador Vortex
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ANEXO 5: DESARROLLO DEL PENICILLIUM ROQUEFORTII.

1. Siembra del hongo en diferentes medios de cultivo.

2. Hongos al segundo dia de incubacion.
2.1. Hongos vistos desde la parte de atras de las cajas petri.

=
”
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3. Hongos al tercer dia de incubacion.

3.1. Hongo visto desde la parte de atras de la caja petri.
— .

4. Hongos al cuarto dia de incubacion.
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4.1. Hongos vistos desde la parte de atras de la caja petri.

5. Hongos al sexto dia de incubacion.

5.1. Hongos vistos desde la parte de atras de la caja petri.
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6.Envejecimiento del Penicillium 7. Camaras de humedad.
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ANEXO 6: TIPIFICACION DEL PENICILLIUM ROQUEFORTII

3. Penicillium visto en el microscopio.
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ANEXOS 7: MATERIALES USADOS PARA ELABORAR LA CAMARA DE
MADURACION

1. Hielera de espumaflex, soporte de acero inoxidable, papel aluminio,
higrometro y alcohol.

> ffd‘.'».‘r»'s TR
' il o ST

2. Camaras de maduracion elaboradas.
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ANEXOS 8: PROCESO DE ELABORACION DEL QUESO Y

DESARROLLO DE L PENICILLIUM EN EL QUESO.

1.Primero y segundo lote de produccién.

2.Tercero y cuarto lote de produccién.

3.Quesos a los quince dias de maduracion.
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6.Quesos a los veinticiete dias de maduracion.
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7.Quesos a los veintinueve dias de maduracion.

9. Quesos a los treinta y seis dias de maduracion.



Zhiminaicela Sanchez 65

12.Quesos a los cincuenta dias de maduracion.
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d

10. Culminacion de la maduracion.

-
=

11. Queso azul luego de realizar la limpieza.

12.Queso de pasta azul cortado. 13.Quesode pasta azul empacado.
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14.Queso de pasta azul empacado y etiquetado.



