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Resumen

El objeto del presente estudio es analizar el efecto antifingico de distintas inmersiones
aplicadas en la superficie del queso, mediante estudios acelerados, y el posible uso de

componentes naturales como alternativa a la natamicina.

El queso producido industrialmente, debe mantener unas buenas caracteristicas
sensoriales, fisico-quimicas y de inocuidad durante toda su vida Gtil. La aparicion de
moho superficial en quesos de altas maduraciones es un problema habitual y supone
un rechazo del producto por parte del consumidor y pérdidas econémicas a nivel

industrial.

Durante el presente estudio se han realizado distintas pruebas y ensayos, con el fin de
ver la eficacia en la inhibicion del crecimiento y proliferacion de moho en la superficie
de quesos, utilizando para ello diferentes inmersiones compuestas por distintas
combinaciones de sustancias antifingicas, con compuestos naturales y alternativos a

la natamicina

Palabras clave: Queso, moho, antifingico, natamicina, recubrimientos.

Abstract

The objective of this present research is to analyse the antifungal effect, through
accelerated studies of distinct immersions applied at the cheeses’ surface, as well as

the use of natural components as an alternative to the natamicin.

When the cheese is produced industrially, it has to keep some well sensorial and
physicochemical characteristics during a few months. The apparition of a mould at the
surface of the high ripening cheese involves a customer’s rejection, as well as an

economic loss at the global level.

In this research different tests and trials have been done, with the aim of checking the
growth’s inhibition and the mould’s proliferation at the surface of some mixed-milk
cheeses, using different compound immersions for distinct antifungal substance

combinations, natural and alternative to natamycin

Keywords: cheese, mould, antifungal, natamycin, coatings.
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1. INTRODUCCION

1.1. EL QUESO

1.1.1.
Segun el Real Decreto 1113/2006, de 29 de septiembre, por el que se aprueban las
normas de calidad para quesos y quesos fundidos, se entiende por queso el producto
fresco o madurado, solido o semisélido, obtenido de la leche, de la leche total o
parcialmente desnatada, de la nata, del suero de mantequilla o de una mezcla de
algunos o de todos estos productos, coagulados total o parcialmente por la accion del
cuajo u otros coagulantes apropiados, antes de desuerado o después de la eliminacion
parcial de la parte acuosa, con o sin hidrolisis previa de la lactosa, siempre que la

relacién entre la caseina y las proteinas séricas sea igual o superior a la de la leche.

La maduracion del queso, segun el Real Decreto 1113/2006, consiste en mantenerlo
durante un cierto tiempo a una temperatura y en condiciones tales que se produzcan
cambios fisicos y quimicos caracteristicos del mismo. Segun el grado de maduracion
alcanzado a la salida de la fabrica, podemos clasificar los quesos de la siguiente
manera (RD 1113/2006)

> Tabla n21: Tiempo minimo de maduracién dependiendo de la denominacién segln

RD1113/2006
DENOMINACION Tiempo minimo de maduracién
(dias)
21,5 kg <1,5kg

Fresco 0 0
Tierno 7 7
Semicurado 35 20
Curado 105 45

Viejo 180 100
Afejo 270 -

El queso fresco es el que esta dispuesto para el consumo al finalizar el proceso de
fabricacion. La palabra madurado podra sustituirse por los calificativos indicados en la tabla

1, segun el grado de maduracién alcanzado por el producto a la salida de fabrica.



1.2. EL MOHO. TIPOS Y CARACTERISTICAS

1.2.1.Definicidon y caracteristicas del moho.
Los hongos son organismos microscépicos del reino Fungi. Estan desprovistos de
clorofila, por lo que son heterotrofos. El término moho se suele aplicar para designar a
ciertos hongos filamentosos multicelulares cuyo crecimiento en la superficie de los

alimentos se suele reconocer facilmente por su aspecto aterciopelado o algodonoso.

La parte principal de su crecimiento suele tener un aspecto blanco, aunque también
puede tener color oscuro, color a humo... La morfologia de los mohos, es decir, forma
y estructura, se utiliza para identificarlos y clasificarlos. El moho esta formado por un
entramado filamentoso llamado micelio. Este se compone de filamentos individuales
llamados hifas. Pueden crecer sumergidos en el alimento o superficialmente, en cuyo
caso el crecimiento se caracteriza por aspecto velloso o algodonoso. Las hifas,
fabrican enzimas que descomponen las moléculas. Y se clasifican en vegetativas,
cuya misién fundamental es la incorporacion de nutrientes y fértiles, que poseen las

estructuras reproductoras en soportes aéreos.

MORFOLOGIA DE LOS MOHOS

Estructuras reproductoras

Hifas reproductoras

as vegetativas

o ] B ‘

Hifa septada

O

Hifa cenocitica
(Aseptadas)

» Imagen 1: Representacidén esquematica de moho con crecimiento micelar.

La reproduccién de los mohos tiene lugar principalmente por esporas asexuales, pero
también puede ocurrir por esporas sexuales. Las esporas asexuales, cuya funcién es
propagar la especie, se producen en gran numero y son pequefas, ligeras y
resistentes a la desecacion. Por lo tanto, son facilmente dispersables en el aire y
cuando llegan a un material nutritivo conveniente, bajo condiciones favorables dan

lugar a crecimientos flingicos nuevos.(Hayes et al; 1993)



1.2.2.El moho en el queso.
El crecimiento fangico en la superficie de los quesos durante los largos periodos de
maduracion es un problema habitual en este sector, dando lugar a la aparicion de
manchas coloreadas en la superficie (Imagen 2), ocasionando olores y sabores
indeseables y cambios en la textura, que provocan una pérdida de calidad sensorial

significativa.

Generalmente todo alimento enmohecido se considera no apto para consumo
humano. Si bien es cierto, que algunos mohos son utiles en la elaboracion de ciertos
alimentos. Asi algunos tipos de quesos son madurados por mohos, como por ejemplo

el queso azul, el Roquefort, el de Camembert o el queso Brie. (Fraizer et al;1993)

El desarrollo de mohosidad sobre los quesos almacenados en cadmaras y/o secaderos
se produce, principalmente, debido a la presencia de mohos y esporas en el ambiente
de las camaras en las que se encuentran durante la fase de maduracion.
Principalmente los mohos y sus esporas se transportan a través del aire hasta la
superficie del producto, rica en nutrientes y con una actividad de agua adecuada que
favorece el desarrollo de los diferentes hongos, proliferando con facilidad, llegando a

observarse de forma visible sobre el producto.(Eck et al; 1990).

» Imagen 2: Crecimiento de moho en superficie de queso

Los géneros principales de hongos causantes de la contaminacion fangica son:
Rhizopus Cladosporium sp.,Geotrichum sp., Penicillium sp.,Aspergillus sp., con las

siguientes caracteristicas:

- No son patégenos ni téxicos, es decir no son un riesgo para la seguridad

alimentaria.



- Son capaces de crecer y desarrollarse porque tienen en la superficie del queso
las condiciones necesarias (nutrientes, humedad, aire...)

- No producen sustancias que afecten a otros microorganismos o al desarrollo
normal del proceso de fermentacion del queso.

- Durante su desarrollo, segregan sustancias que aportan al producto sabores y
aromas caracteristicos, de ahi que cumplan un papel importantisimo en el
afinado o maduracién de los quesos. Es por ello que existen variedades de
queso en los que se persigue su crecimiento, como son el Penicillium
Camemberti, Penicilium Roqueforti 6 Geotrichum Candidum.(El Blog de la
Antigua; 2011)

1.3. PROCESO DE PRODUCCION DEL QUESO

1.3.1.
Los quesos en Queserias Entrepinares, se elaboran a partir de leche pasteurizada,
mezcla de leche de vaca, oveja y cabra, cuajo y sal. El proceso comienza con la

recepcion de la leche cruda y la pasteurizacion de la misma.

Tras la pasteurizacion la leche es almacenada en cubas. La coagulacion se realiza en
las cubas de cuajado, para lo cual se adiciona a la leche la enzima coagulante
guimosina, en proporciones adecuadas. También se adicionan sales de calcio y flora
lactica, para el perfecto desarrollo del proceso. Las sales de calcio son indispensables
para cuajar la leche pasteurizada, si no la cuajada no tendria la consistencia necesaria
para poder trabajar con ella. La funcién principal de las bacterias lacticas es la
produccion de acido lactico mediante fermentacion de la lactosa. El acido lactico
promueve la formacién y desuerado de la cuajada. El coagulo resultante se corta
mediante cuchillas, en porciones adecuadas para favorecer la eliminacién del suero. A
continuacién, se produce el desuerado de la cuajada, es decir, se separa el suero o

parte liquida de la cuajada o parte soélida.

Después del proceso realizado en la cuba, se produce el llenado de los moldes con la
cuajada resultante y se realiza un prensado de forma gradual para facilitar la salida de

suero y la compactacion de la cuajada.

Tras desmoldear las piezas de queso, éstas se transportan hasta la salmuera. El
salado en salmuera tiene como fin dar consistencia a la corteza, continuar con la

expulsion del suero y provocar una concentracion adecuada de la sal en el queso.



1.3.2.
Los quesos, que van a ser sometidos a largos periodos de maduracion, pasan por un
bafio antifingico. Mediante un proceso de inmersion, se aplica un producto con
compuestos activos frente al crecimiento de mohos y levaduras. Posteriormente a la

aplicacion del antifungico el queso se paletiza y pasa a camara de maduracién

1.3.3.
La maduracion es la parte final del proceso propiamente dicho de fabricacion, donde el
producto sigue evolucionando bajo unas condiciones controladas de humedad y
temperatura, para asi alcanzar los parametros de apariencia, textura y sabor
deseados, mediante el trabajo de los fermentos, los metabolismos de las grasas y

proteinas y el intercambio de humedad.

Las camaras de maduracion deben tener muy controladas la humedad y temperatura,
para tener las condiciones mas adecuadas y ventajosas, y obtener un proceso de
maduraciéon aceptable tanto en el tiempo como en el desarrollo de los valores
organolépticos del queso

La temperatura no debe ser elevada, ya que ésta afecta a los tiempos de generaciéon
de microorganismos segun su fase de crecimiento y a las reacciones quimicas de la
cuajada. En general, las bajas temperaturas retrasan el crecimiento bacteriano y todas
las reacciones bioquimicas que ocurren en la cuajada, normalmente se utilizan para
guesos de larga maduracion elaborados con leche cruda. Mientras que temperaturas
mas altas aceleran tales actividades. La humedad también debe ser controlada, ya
gue ésta contribuye al posterior control del nivel de humedad en el queso.(Robinson et
al; 2010). Una camara muy seca (por debajo del 70%) va a dar lugar a un queso muy
duro, sobre todo si es de larga maduracion. Un queso muy mantecoso precisara una

humedad alta (por encima del 90%) para evitar que se seque.

Debido a las caracteristicas del queso (alta humedad y acidez elevada) y las
condiciones ambientales de las camaras de maduracion, durante el proceso de
maduracion se puede producir crecimiento de moho en la superficie de los quesos,

haciéndose visible tras largos periodos de permanencia en dichas camaras.



1.4. COMPUESTOS ANTIFUNGICOS DE USO HABITUAL EN EL QUESO.
Determinados compuestos quimicos se comportan como micostaticos, inhiben el
crecimiento de los mohos (ejemplos de éstos compuestos son el &cido sorbico, los
propionatos o los acetatos) o son especificamente fungicidas por destruirlos. (Frazier
et al; 1993)

1.4.1.
Este compuesto se lleva utilizando unos 30 afios para prolongar el tiempo de vida util
de diferentes alimentos, entre los que se encuentra el queso, mediante la eliminacion
de levadura y mohos vy la inhibicion de la proliferacion de micotoxinas debido a sus
propiedades antifungicas (Codex alimentarius, 2000).La natamicina o pimaricina es un

conservante de alimentos aprobado y utilizado en mas de 150 paises.

En el reglamento europeo sobre los aditivos alimentarios, este inhibidor de moho se
cataloga como un conservante (E-235) para el tratamiento de la superficie de quesos
duros, semiduros y semiblandos, y de embutidos secados y curados.

(http://www.natamycin.com/es/regulatory)

La natamicina se es un polieno macrélido antimicético con propiedades fungicidas. Es
eficaz contra las levaduras y los mohos por contacto y a dosis muy bajas (3-10 ppm), y
también inhibe la proliferacibn de micotoxinas. Pero no tiene efectos sobre las
bacterias. Tiene forma cristalina, por lo cual es un compuesto muy estable, tiene una
masa molecular de 665,725 g/mol y su formula molecular es C33H47NO13 (Codex
alimentarius 2000 y EFSA, 2009:7(12):1412).
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» Imagen 3: Férmula quimica y apariencia de la natamicina

La produccién industrial de la natamicina se produce por fermentacion utilizando
Streptomyces natalensis o Streptomyces gilvosporeus.Dado que soélo es ligeramente
soluble en sistemas, tiende a permanecer en la superficie de los alimentos donde se
aplica y es por tanto muy eficaz para prevenir la proliferacion de levaduras y mohos en

dichas superficies. (Codex alimentarius)



En el queso, la natamicina puede aplicarse a la superficie mediante rociado o bafio
con una suspension acuosa, o aplicarse como parte del recubrimiento del queso con

una emulsion.

Los limites legales del compuesto son: 1 mg/dm?en la superficie del queso y ausencia
a una profundidad de 5mm. En este ultimo, como marca la norma internacional 1SO-
9233-2:2007, el andlisis consiste en analizar el contenido en natamicina en una capa

de 5 mm de grosor desde el exterior hacia el interior de la pieza. (RE CE 2015/647)

1.4.2.
El acido sérbico es un &cido graso de cadena lineal insaturado presente de forma
natural en algunos vegetales, y fabricado para su uso en la industria alimentaria por
sintesis quimica por polimerizacion del aldehido acético o a partir del acido malénico.
Puede estar presente en forma de acido soérbico o en sus sales, sorbato calcico,

sorbato potasico y sorbato de sodio (Villalta et al., 1998).

Los sorbatos son agentes antimicrobianos y antifingicos capaces de retrasar o
prevenir el desarrollo de microorganismos como las levaduras y el moho
principalmente y las bacterias aerobias gracias a la reduccion del agua y el aumento
de la acidez (Burdock et al; 1997). El sorbato sélo es fungistatico, de manera que al
reducirse la concentracion en superficie, todos los mohos presentes empezaran a

reproducirse.

Estos compuestos se encuentran dentro de la lista positiva de aditivos de uso
alimentario con los siguientes nameros E: Sorbato de calcio (E-203) y sorbato
potasico(E-202).

1.4.3.
Los extractos vegetales forman una parte muy importante en la agroecologia, ya que
estos benefician al medio ambiente combatiendo organismos fitopatdégenos sin recurrir

a agentes quimicos.

Existen varios reportes en la literatura donde se registran plantas con actividad
fungicida, como es el caso de Allium sativum, el cual contiene como compuesto activo
aliina, un aminoéacido sulfurado. El aceite esencial de hoja de orégano, presenta
fenoles timol y carvacol que son los principales componentes que le confieren poder
antibacteriano y antifingico. El aceite esencial de hojas de liméon (Cymbopogon

citratus) presenté actividad antifingica en ensayos realizados in vitro. Los extractos de



tomillo (Thymus vulgaris) y romero (Rosmarinus officinalis) son interesantes desde el
punto de vista de la inhibicion de hongos. (Lizcano et al; 2007) y contribuyen al aporte

de aromas caracteristicos en los alimentos, incluido el queso

Los compuestos extraidos de los tejidos vegetales, los extractos vegetales, logran
interactuar en las partes vitales de las células microbianas, limitan su fuente de
energia, intervienen en sus reacciones enzimaticas y saturan su membrana celular
hasta colapsarla y causarle de esta forma la muerte (Cristébal et al; 2010),.

El uso de extractos vegetales como inhibidores del desarrollo de microorganismos
patdégenos en combinacién con recubrimientos de uso alimentario es una alternativa a

la conservacion de alimentos.

1.5. ANALISIS DE INHIBICION MICROBIOLOGICA.

1.5.1.
La lectura interpretada del antibiograma es una practica habitual en el laboratorio de
microbiologia como complemento de la interpretacién o de la categorizacion clinica de
los resultados de sensibilidad. Es de uso extendido en los laboratorios de
microbiologia clinica. Y una herramienta imprescindible para establecer medidas
epidemioldgicas, adecuacién de los tratamientos médicos y aplicacion de politicas de
antimicrobianos. (Cantén et al; 2010))

Las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos tienen como objetivo conocer si los
microorganismos ensayados son sensibles o resistentes a los antimicrobianos,
pudiendo servir para elegir de forma Optima y rapida un tratamiento antimicrobiano

efectivo. (Cercenado et al; 2009)

La sensibilidad antimicrobiana puede evaluarse mediante los halos de inhibicién. El
halo de inhibicion se conoce como la zona alrededor de un “disco” de antibidtico en un
antibiograma en la que no se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar
inoculada con el germen. Es una medida de la potencia del antibiotico frente al germen
(Galiano et al; 2010) El antibiograma es un método in vitro que determina la
susceptibilidad de los microorganismos a una variedad de agentes antimicrobianos

especificos y estandarizado.

Una vez completado el proceso de inoculacion, la placa se coloca en estufa de cultivo,
y comienza por un lado el crecimiento del microorganismo y por otro la difusion del
antibidtico. Esto da lugar a que a una determinada distancia del “disco” la dilucién con

el antimicrobiano no alcance a inhibir el crecimiento del microorganismo y se forme un
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halo de inhibicién circular. Cuyo didmetro sera directamente proporcional al poder

antimicrobiano de la solucién. (Ramos; et al 2014)

En la realizacion del presente estudio, no se ha encontrado bibliografia referente al
uso de ésta técnica en el sector de la alimentacién. No se tienen referencias, por tanto,
del uso de la técnica de halos de inhibicidon en la posible efectividad de compuestos
antifingicos sobre el crecimiento de mohos en la superficie de queso. En cualquier
caso, el interés que esta técnica tiene en el campo de los ensayos clinicos se puede
trasladar al campo de la industria alimentaria y concretamente de la industria quesera,

donde la microbiologia tiene también un papel fundamental.

Utilizando la técnica de halos de inhibicién, se puede realizar un estudio de la
sensibilidad a distintos antifungicos de los mohos de interés. Los resultados obtenidos,
podrian servir al técnico en la mejor eleccién del tratamiento antifingico. Con los

resultados obtenidos “in vitro” se intenta predecir la eficacia “in vivo”.

> Imagen 4: Halos de inhibicion en placa con agar sembrada.

1.6. OBJETIVO
El objetivo principal del presente estudio es evaluar la efectividad de diferentes
compuestos antifungicos, sobre la superficie de quesos mezcla semicurados. Se
comprobara el efecto del uso de componentes naturales alternativos a la natamicina

sobre el crecimiento de moho en la superficie de quesos.

Ademas, se ensayaran nuevas metodologias de estudios acelerados para obtener
resultados rapidos en la seleccién del compuesto idéneo, a nivel de laboratorio
mediante la técnica de halos de inhibicién y a nivel piloto forzando las condiciones de

maduracion.
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2. MATERIALES Y METODOS

En los siguientes apartados se muestra una relacion y descripcion de los materiales y

métodos utilizados para la realizacion del presente estudio.

2.1. MATERIAS PRIMAS

2.1.1.
Para la realizacion de las diferentes pruebas se ha partido de queso de pasta
prensada de 3 kg de peso aproximadamente, elaborados a partir de leche mezcla de

vaca, oveja y cabra pasteurizadas, cuajo y sal.

2.1.2.
Los recubrimientos antifingicos utilizados sobre los quesos, durante el estudio son los

siguientes:

- Recubrimiento antifungico utilizado habitualmente en Entrepinares, al que
denominaremos EN (contiene natamicina )

- Recubrimiento antifangico de prueba n°1, al que denominaremos N (contiene
natamicina)

- Recubrimiento antifingico de prueba n°2, al que denominaremos AG-N
(contiene natamicina y acidos grasos naturales)

- Recubrimiento antifngico de prueba n°3, al que denominaremos AG
(contiene acidos grasos naturales, no contiene natamicina)

- Recubrimiento antifingico de prueba n°4, al que denominaremos Gel AG.
(contiene acidos grasos naturales, esta hecho sobre base no plastica, no

contiene natamicina)

A continuacién se muestra una tabla resumen elaborada a partir de las fichas técnicas

de los productos, donde figuran composiciones de cada uno de los recubrimientos:
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Tabla n22: Composiciéon de los distintos antifungicos utilizados.

ANTIFUNGICO Acetato de Goma Ac. grasos Natamicina S Ac.sérbico
/COMPUESTO polivinilo Xantana naturales (ppm)
Testigo EN si no no si si no
Ne1 N si no no Si si si
N22 AG -N Si no Si Si no no
Ne3 AG Si no Si no no no
N24 Gel AG no si si no no no

2.1.3.Material de laboratorio para siembra de moho en placas
Para la realizacion de los ensayos de halos de inhibicién, se utiliza material de
laboratorio para siembra de placas. Torundas estériles, placas con agar de rosa de
bengala, solucién salina estéril en tubo de ensayo (2-3 ml), mechero de Bunsen,

micropipeta, estufa para incubacion y agitador vortex.

> Imagen 5: Material para siembra de placas.

2.2. DESCRIPCION DE PRUEBAS.

2.2.1.Pruebas de laboratorio (inhibicién microbiolégica)
Tras los ensayos de establecimiento del método de andlisis, que se explican
posteriormente, el procedimiento que finalmente se decide seguir para la siembra de
moho en placa, es el siguiente:

1. Hacer pequefios circulos con una torunda en la superficie del queso con moho
superficial, hasta conseguir que el moho quede adherido a la torunda.

2. Siempre cerca de la llama del mechero, se hace una dilucion simple,
introduciendo la torunda con moho en un tubo con una solucién salina (2-3 ml)
y se agita con vortex hasta que la solucion coja el color verdoso caracteristico

del moho seleccionado.
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> Imagen 6: Toma de moho superficial con torunda y dilucién en tubo de ensayo

3. Para la siembra en placa, tomamos una torunda limpia, la impregnamos en la
solucion y hacemos la siembra directa en placa. Siempre cerca de la llama, se
va girando y moviendo la torunda mientras se frota suavemente con
movimiento de zig-zag sobre el medio. Realizar el zig — zag en tres veces, rotar
la placa 45° entre ellas.

4. Activamos el crecimiento introduciendo las placas en estufa, 23°C durante una
hora.

5. Con pipeta tomar una cantidad de producto antifingico y depositar 100uL en el
medio de la placa.

> Imagen 7: Deposicién del antifingico en placa sembrada

6. Tras 5 dias de incubacion, se mide el diametro del halo generado en las

distintas placas.

Para la toma de muestras de moho y posterior siembra en placa, se seleccionaron 4
unidades de quesos de un lote concreto, con apariencia fangica exterior semejante,
blanco-verdoso, de queso mezcla pasteurizado, con un periodo de maduracion de 75-
105 dias, etapa en la que el crecimiento del moho estd en su fase exponencial —

estacionaria, para asi favorecer su crecimiento en el agar.

Para puesta a punto de la prueba de halos de inhibicién se disefia el siguiente plan de
ensayos:
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Tabla n23: Plan de ensayos para la puesta a punto técnica halos inhibicidn.

Prueba N¢ analistas Ne placas Objeto de ensayos
Establecimiento del método 3 9 Establecimiento del método de
de analisis andlisis
DIA 12 1 20
DIA 29 1 20 Repetitividad
DIA 32 1 20

1) Establecimiento del método de andlisis. Para estandarizar el procedimiento de

siembra de placas. Tres analistas distintos realizaran la siembra, 3 placas por
analista. Se comprobaran los resultados.
2) Ensayos de repetitividad: dia 1°, dia 2° y dia 3°.Tras el establecimiento del

método de analisis realizado por 3 analistas, uno de los analistas realizara los
ensayos de repetitividad. De este modo se eliminan las variables asociadas “al
analista” y sera mas facil obtener conclusiones sobre qué tipo de antifiungico
es el mas efectivo y si el método es repetitivo. Cada uno de los 3 dias
propuestos, se sembraran varias placas para cada tipo de antifingico y se

realizara una comparativa entre los resultados obtenidos.

2.2.2.
Los recubrimientos antifingicos se usan como primera capa protectora de los quesos
para prevenir la proliferacién y el crecimiento de moho. Se aplican por inmersion
mediante bafio antifingico antes de que los quesos pasen al proceso de maduraciéon

en camara.

Se han utilizado 432 unidades de quesos de pasta prensada de 3 kg de peso
aproximadamente, elaborados a partir de leche mezcla de vaca, oveja y cabra

pasteurizadas, cuajo y sal, sin maduracion a fecha de la inmersién en el antiflingico.

Las pruebas aceleradas a escala piloto por inmersion de los distintos antifungicos de

estudio, siguen el siguiente proceso:

- Dar un bafio manual a las piezas de queso consideradas para la prueba, con
el fin de que queden cubiertas de una capa del recubrimiento antifingico de
interés.

- Una vez bafiadas las piezas de queso, éstas se colocaran en palés en el

orden prestablecido y bien identificadas.
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- Se procedera al flejado de 2 de los 3 palés con film transparente. Con el

flejado se favorecen las condiciones ambientales para la proliferacion de

mohos en la superficie de los quesos. Se aumenta la humedad en el

ambiente que estd en contacto con el queso y ademas evita la pérdida de

humedad propia del queso, lo que facilita y acelera el crecimiento de mohos

superficiales, por la disponibilidad de aw que tienen éstos.

Tabla n24: Formacidn y distribucién de los palés pruebas aceleradas piloto.

DISTRIBUCION POR PALES Y TIPO DE INMERSION DE ANTIMOHO PRUEBA PILOTO

ACELERADA.
TIPO DE INMERSION N2 CAJAS EN PALE N2 QUESOS EN PALE | Observaciones
EN 4 24
N 5 30 *Sfe dejfa\ un' gueso
Palé 1 AGN c 30 sin apllf:aC|on e|'1
cada caja. Se fleja
AG 5 30 el palé
Gel AG 5 30
EN 4 24
N 5 30 *Sfe dejfa\ un' gueso
Palé 2 AGN c 30 sin apllc‘aaon en
cada caja. No se
AG 5 30 fleja el palé.
Gel AG 5 30
EN 12 72
N 3 18 *Se pintan todos
Palé 3 AGN 4 24 los quesos. Se
AG 1 6 fleja el palé.
Gel AG 4 24
TOTAL UDS. POR CADA TIPO DE INMERSION
EN 120 AG 66
N 78 Gel AG 84
AGN 84 TOTAL 432

» Imagen 8: Bafio manual de antifingico y flejado de palé.
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2.3. DESCRIPCION DE ANALISIS REALIZADOS

En este apartado se van a describir todos los andlisis y seguimientos realizados en el

presente estudio.

2.3.1.
Sobre los 3 palés de quesos en los que han sido aplicados los diferentes antifingicos,
se plantean 2 revisiones visuales de moho a la semana, hasta que exista desarrollo de
moho en la superficie del queso, en todos los casos. La revision visual de los quesos
se realiza para obtener datos porcentuales en cuanto a la incidencia de moho con

cada tipo de antifungico estudiado, una vez aplicado en los quesos por inmersion.

2.3.2.
Se realizan andlisis de composicién (materia grasa, extracto seco y sal) y pH en los
quesos de las pruebas piloto, inicialmente en el momento de la aplicacion y a los 15
dias de maduracién. Todos los procedimientos experimentales de las técnicas

utilizadas son los empleados por Queserias Entrepinares.

2.3.3.
En pruebas aceleradas piloto se realiza recuento de mohos en el momento de la

aplicacion del antifangico y a los 15 dias de la aplicacion.

2.3.4.
Se analiza el contenido en natamicina a los 15 dias de la aplicacion del antifungico,
para comprobar que se encuentra dentro de los limites legales. Este andlisis se realiza
en laboratorio externo mediante HPLC y siguiendo el procedimiento que marca la
norma internacional 1ISO-9233-2:2007

2.3.5.
Se plantea un andlisis sensorial para descartar posibles interferencias del antifungico
en el perfil sensorial del queso. El analisis sensorial mediante panel de cata, se
realizara a los 15 dias de maduracion de los quesos tras la aplicacion de los

antifangicos.

La empresa Entrepinares tiene su propio panel de catadores entrenados vy
semientrenados que prueban y catan los productos y obtienen las caracteristicas del
gueso. El panel puede realizar dos tipos de catas, las catas descriptivas, con el objeto
de describir el perfil organoléptico del producto. Y las catas triangulares,
discriminativas, para detectar si hay diferencias con respecto a un estandar.

Entrepinares cuenta con una sala propia para realizar las catas. La cual dispone del
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material y los equipos necesarios para la realizacion de la cata, cubiculos y lamparas

individuales, climatizacién, lamparas individuales, frigorifico....

En el presente estudio se realiza un analisis descriptivo, con 6 catadores conocedores

del producto.

2.3.6.
Se realizard un analisis estadistico en los ensayos de halos de inhibicion realizados en
laboratorio. Dentro de la puesta a punto del método, se evaluara la repetitividad
mediante una andlisis de varianza 6 ANOVA (comparacién de multiples poblaciones),

con un p-value <0.05, entre los distintos dias de andlisis.

El efecto del tipo de recubrimiento antifungico sobre la inhibicion del crecimiento de

moho, se evalué mediante el calculo de media + la desviacion estandar.
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3. RESULTADOS

En los siguientes apartados se detallan y explican los resultados obtenidos, tanto en
las pruebas realizadas como en los analisis efectuados. Asi como cualquier incidencia

que hubiera surgido durante la realizacion de las pruebas y andlisis.

3.1. PRUEBAS REALIZADAS

3.1.1 Pruebas de laboratorio (inhibicion microbioldgica)

3.1.1.1 Puesta a punto del método de andlisis.

A. Establecimiento del método de analisis. A continuacion se muestra una
tabla que recoge los resultados obtenidos por los 3 analistas en la
estandarizacion y definicion del método de siembra. Se muestra el nimero de
placas sembradas por cada analista y el diametro del halo de inhibicién

generado por cada tipo de solucién antifingica.

Tabla n25: Resultados del establecimiento del método de analisis.

ESTABLECIMIENTO DEL METODO DE ANALISIS

Analista | Placa | Antimoho | Diametro del halo (cm) Imagen
1 EN 2,5
5 N 2,4
1 AG-N 2,5
3 AG 2
Gel AG 2
1 EN 2,7
5 N 2,4
2 AG-N 2,5
3 AG 2,4
Gel AG 0
1 EN 3,5
5 N 2,5
3 AG-N 2,5
3 AG 2,3
Gel AG 1,9

Como se ve en la tabla, cada analista siembra 3 placas. En una 12 placa se prueba el
antimoho tipo EN, resultando un halo de inhibicion en la misma. En una 22 placa se
prueban los antimohos tipos N y AG -N, resultando dos halos de inhibicion en la placa.
Y en una 32 placa se prueban los antimohos tipo AG y Gel AG, resultando también dos

halos de inhibicién en la placa.
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B. Evaluacion de la repetitividad. Para la valoracion de la repetitividad, se
contemplaran los didmetros de los halos de inhibicién pertenecientes a placas
de siembra por separado. Es decir, las placas en las que se probaron todos los
antifngicos simultaneamente no se tendrdn en cuenta. En ellas se han
generado 5 halos de inhibicién, uno por cada tipo de antifingico, lo que ha
supuesto que en ocasiones se solapasen los halos dificultando o
imposibilitando su medicion. Ademas posibles influencias o sinérgias intra-

placa podrian influir en el desarrollo de los halos de inhibicion.

El resultado del andlisis de varianza con un p-value <0.05, entre los distintos dias de

analisis se muestra en la siguiente tabla n°6:

Tabla n26: Resultados del ANOVA, para el factor dia.

P valor=0,05

Antifungico |Probabilidad | Diferencias Repetitivo

EN 0,066335575 |NO S|

AG-N
AG
Gel AG 0,520400336 |NO S|

En los ensayos realizados, se observa como el factor "dia" (Variable independiente)
ejerce en el 60% de los casos efecto estadisticamente significativo sobre la variable
dependiente "Diametro del halo de inhibicion" cuando el nivel de confianza es del 95%
(p=0,05).

El 40% de los ensayos muestran repetitividad del método, frente al 60% que no
muestran esa repetitividad. Por lo que el método no es repetitivo (*se muestra en

anexos el analisis de varianza completo)

3.1.1.2 Efecto de los distintos recubrimientos

Los resultados del efecto antifungico generado se muestran en la grafica n°1. En ella
se comparan las medias del diametro de los halos de inhibicion generados por los
distintos antifingicos, en las 3 sesiones de pruebas. Ademas se muestra también, la

desviacion estandar. El resultado es el siguiente:
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Comparativa antifungicos (promedio -DS)

3,5

3,0

2,5
mEN
2,0 EN
15 B AG-N
AG
1,0
B Gel AG
0,5
0,0

Tipo de antiflingico

Diametro del halo (cm)

»  Grafica n21: Comparativa del efecto de los distintos recubrimientos.

Si atendemos a las lineas de desviacién estandar y el solape que existe entre ellas,
podemos definir si existen diferencias significativas entre los distintos recubrimientos
antifingicos. En la siguiente tabla se muestran los resultados de la comparativa de

todos los recubrimientos entre si y se indica si hay o no diferencia.

Tabla n27: Evaluacién de diferencias significativas entre los recubrimientos.

Si atendemos a los resultados de las 3 sesiones de ensayos por separado, en todas
ellas el promedio del diametro del halo de inhibicibn generado es mayor en el
antifiingico testigo EN, por lo que es el que mayor protecciéon antifingica presenta.
Seguido, también en todas las sesiones, del antifiingico N. El que menor promedio
tiene, en todas las sesiones es el antifungico Gel AG. Los antifingicos AG-N y AG
generan un halo de inhibicion similar en cada una de las sesiones. Se observa la

misma tendencia en las 3 sesiones realizadas. (*se adjuntan resultados en anexos)
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En la tabla n°8 se relacionan los elementos que componen cada recubrimiento, con el

diametro medio del halo de inhibicibn generado, donde se pueden observar 3

categorias de antifungicos.. De forma general, los antifingicos que contienen

natamicina y sorbatos presentan “in vitro” la mejor proteccion antifungica. (categoria ).

Los antifungicos que contienen &cidos grasos y que carecen de natamicina y/o

sorbatos presentan peor proteccion antifungica “in vitro” (categoria Il y 1l1)

Tabla n28: Categorias de antifungicos segin halo de inhibicidon generado.

CATEGORIA NATAMICINA | SORBATOS ACETATO ACIDOS Diametro medio
/ANTIFUNGICO POLIVINILO GRASOS de halo

EN Sl Sl Sl NO 2,8

' N Sl Sl Sl NO 2,4

AG-N Sl NO Sl S| 2,3

I AG NO NO Sl S| 2,3
I Gel AG NO NO NO Sl 2

3.1.2.

3.1.2.1 Aspecto visual de cortezas (% incidencia de moho)

La aparicion de moho en la superficie de los quesos se detecta a partir del dia 28. La

ultima revision visual se realiza 40 dias después de la aplicaciéon de los recubrimientos

antifingicos. Hasta esa fecha, 2 revisiones visuales semanales se han realizado. El

histérico de resultados no se detalla, ya que no aporta informacién relevante al

estudio. En la Tabla n°9 se recogen los resultados:

Tabla n29: Incidencia de moho en corteza (%) en quesos a los 40 dias.

Sin Enfardar Enfardado 1 Enfardado 2
Muestra
(% incidencia moho) (% incidencia moho) (% incidencia moho)
EN 79 100 93
N 0 0
AG-N 0 21 0
AG 0 17
Gel AG 0 0 0
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Se observa que el enfardado de palés acelera el crecimiento de mohos, al comenzarse
a ver crecimiento en muestras que sin enfardar no se detectaba. Todos los nuevos

recubrimientos son mas efectivos que el recubrimiento actual EN.

Con el enfardado de los palés se fuerzan las condiciones para que se origine
crecimiento de moho en la superficie de los quesos. Lo que supone una optimizacion
del tiempo en la busqueda de resultados y permite ademas una comparativa de
resultados en ambas condiciones. En los palés enfardados el moho comienza a

aparecer a los 28 dias de la aplicaciéon de la inmersion.

Si hacemos una tabla, que relacione los elementos que componen cada recubrimiento,
ésta vez con el % de incidencia de moho en quesos de los palés enfardados, las
categorias que salen son diferentes con respecto a las de la prueba de halos de
inhibicion. No hay relacion directa entre la proteccion que presentan y el contenido en
natamicina. Al contrario que en el ensayo” “in vitro”, uno de los antifingicos que mayor
proteccién presenta en las pruebas aceleradas piloto es el Gel AG. No contiene
natamicina, ni sorbatos, su base no es plastica y contiene acidos grasos. Y el que

menor el antifingico EN. De este hecho se deducen dos cosas:

- existe sinergia de estos componentes con el sustrato “queso” que hacen que la
proteccién aumente significativamente.
- las condiciones de laboratorio en la siembra de las placas con moho, no es un

medio representativo del sustrato real o del sustrato “queso”.

Tabla n210: Categorias de antiflingicos seglin % incidencia de moho

) ) % incidencia
CATEQORlA NATAMICINA | SORBATOS ACETATO AcIDOS Ertdado TEnfardads

IANTIFUNGICO POLIVINILO GRASOS

1 2

N Sl Sl Sl NO 0 0

Gel AG NO NO NO Sl 0 0

AG NO NO Sl Sl 0 27

] AG-N Sl NO Sl Sl 21 0

11 EN Sl Sl SI NO 100 93
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3.1.3.

Los resultados se muestran en la tabla n°11
» Tabla n211: Resultados andlisis FQ y ph

Dia 1l Dia 14
Codificacion
pH Mat. Ext. Sal pH Mat. Ext. sal
grasa Seco grasa | seco

EN 5,26 | 33,27 58,48 | 1,218 5,36 34,32 | 58,74 | 1,272
N 532 | 31,94 58,25 | 1,394 5,39 33,5 58,32 | 1,455
AG-N 529 | 32,28 58,1 1,58 5,39 33,86 | 58,46 | 1,273
AG 5,27 | 31,85 58,22 | 1,44 5,39 33,85 | 58,95 1,16
Gel AG 5,28 | 34,28 59,08 | 1,355 5,34 33,95 | 57,52 1,37

Como se puede ver en

la tabla anterior, la composicion de los quesos con los

diferentes antifiingicos es similar, segun lo esperado. Ya que los quesos pertenecen a

la misma fabrica, por lo que no hay diferencias entre las instalaciones de las plantas,

pertenecen a las mismas cubas y mismo lote y han tenido una maduracion similar en

la misma camara de oreo, por lo que .los recubrimientos antifungicos no afectan a la

composicion del producto.

3.1.4.

Los resultados obtenidos son los siguientes:

Tabla n2 12: Resultados del analisis microbioldgico

. Dia 1 Dia 14
Codificacion

Mohos Mohos
EN <10 <10
N <10 <10
AG-N <10 <10
AG <10 <10
Gel AG 20 <10

El resultado <10 se considera ausencia Yy el resultado de valor 20 es insignificante.

Por lo que consideramos que el queso esta libre de mohos y la carga microbiolégica

inicial no afecta al estudio.

3.1.5.

A continuacion se muestra tabla que recoge los resultados del contenido en

natamicina para cada una de las 5 muestras.
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CONTENIDO EN NATAMICINA (mg /kg)

EN N AG-N AG Gel AG

<0,5 0=<0,5 0<0,5 0<0,5 00,5

En vista de los resultados se puede considerar que no existe migracion de natamicina
al interior de la pieza. Por lo que las concentraciones de natamicina a esa profundidad

estan dentro de los limites legales.

3.1.6.Analisis sensorial
A continuacion se muestra una breve descripcién de la apariencia y el aroma que

presenta el queso con cada uno de los antifingicos.

» EN: Presenta menos homogeneidad de color y una corteza mas blanca. En
cuanto al aroma, presenta un aroma plastico caracteristico.

» N: En cuanto al color , tiene mayor homogeneidad en caras laterales que el
EN. Aroma mas acido que recuerda a cola o pintura. En cuanto a
intensidad del aroma es igual que la de EN.

» AG-N: En color presenta menos homogeneidad. Aroma a pintura menos
intenso

» AG: Color mas homogéneo y amarillo. Olor intenso a ceras, aroma
“asfixiante” intenso.

» Gel AG: Es el mas blanco y homogéneo. Aroma de poca intensidad, mas

natural, mas lacteo.

— W ERai o e e e P

> Imagen 9: Aspecto exterior de quesos con los distintos antifliingicos.

En cuanto a los resultados arrojados por el panel de catas, no se observan diferencias
significativas entre las muestras. No obstante, las mayores diferencias se detectan en
las muestras AG y Gel AG”, siendo la muestra AG la que presenta una textura mas

dura, menos elastica y cremosa que el resto.
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> Imagen 10: Gréficos de perfiles sensoriales descriptivos.

Los comentarios de los catadores destacan la textura gomosa presente en todas las
muestras, esto se debe a que el queso catado esta destinado a una maduracion
correspondiente al semicurado y se cata como tierno. Al igual que el sabor salado
intenso, que podria ser debido a que el panel Unicamente probd la zona de la corteza y
las muestras, al tener 15 dias de maduracion, no han sufrido aun una difusién

homogénea de la sal.

Todas las muestras obtienen una puntuacién global similar, comprendida entre 6,3 y

6,8.Una buena puntuacién para un queso tierno.
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4. CONCLUSIONES

= Con el ensayo microbioldgico de halos de inhibicién, se establece un nuevo
método de analisis de eficacia antifUngica en recubrimientos, no usado con
anterioridad en Queserias Entrepinares, que permitiria acortar los tiempos de
resultados en la homologacion de nuevos antifiingicos.

= En vista de los resultados obtenidos y tras la evaluacion de la repetitividad de
los ensayos “in vitro”, se cree necesario mejorar y optimizar la técnica.

= En los ensayos de halos de inhibicion, los recubrimientos antifingicos que
mayor proteccion presentan son el EN y N, que contienen natamicina y
sorbatos. ElI que menor proteccion antifingica presenta es el Gel AG, sin
natamicina ni sorbatos, hecho en base acuosa y con acidos grasos naturales.

= Con las pruebas aceleradas piloto se establece un método que reduce los
tiempos de homologacion de los recubrimientos antifiingicos.

= Con el enfardado de palés tras la aplicaciéon de los recubrimientos antifingicos
en pruebas piloto, se consiguen acelerar el tiempo de crecimiento de moho en
el queso, debido a la mayor disponibilidad de agua que tiene el moho para
crecer en la superficie del queso, como consecuencia de eliminar el gradiente
de humedades existente entre la superficie del queso y el ambiente en
condiciones habituales.

= A nivel piloto los recubrimientos sin natamicina y con acidos grasos presentan
una buena proteccién antifingica. Lo que supone una alternativa eficaz a la
natamicina en el control de mohos superficiales.

= Las condiciones “in vitro” no reproducen los resultados obtenidos a nivel piloto
en cuanto al crecimiento de moho en la superficie del queso. Las condiciones
de laboratorio no representan las condiciones reales del sustrato “queso”, es
decir el sustrato ejerce una influencia importante en este aspecto.

= El método “in vitro” de halos de inhibicidon se podria implantar para el control
de recubrimientos conocidos, como control de materias primas.

= Los distintos recubrimientos estudiados no impactan en la composicion ni

calidad sensorial de los quesos.
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ANEXOS

> Resultados de las 3 sesiones de ensayos de inhibicidén microbioldgica. Halos de

inhibicidn.
Antiflngico
Dia EN N AG-N AG Gel AG
1 2,91 2,5 2,5 2,4 1,9
1 3,09 2,4 2,3 2,0 1,7
1 2,94 2,5 2,4 2,5 2,2
1 3,08 2,6 2,4 2,5 2,0
1 2,69 2,7 2,5 2,7 2,5
2,9 2,6 2,4 2,4 2,0
2 2,81 2,3 2,0 2,0
2 2,61 2,4 2,1 2,0 1,9
2 2,52 2,0 1,9 1,9 1,9
2 2,8 1,9 2,1 2,4 1,9
2 2,54 2,0 1,9 1,9 1,5
2,7 2,1 2,0 2,0 1,8
3 2,8 2,73 2,46 2,05 1,57
3 2,86 2,36 2,18 2,52 1,84
3 2,64 2,91 2,58 2,42 2,05
3 3,11 2,41 2,31 2,95 2,47
3 2,58 2,54 2,26 2,5 2,07
2,8 2,6 2,4 2,5 2,0
Halos de inhibicién generados
3,5 -
E 30 1
-"g ~ mEN
] -
; v AG-N
‘g’ 1,0
5 05 BAG
0,0 A B Gel AG

Dia 1° Dia 2° Dia 3¢

Dia de realizacion de las pruebas



ANALISIS DE VARIANZA

1 2 3
2,91 2,81 2,8
3,09 2,61 2,86
EN 2,94 2,52 2,64
3,08 2,8 3,11
2,69 2,54 2,58
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
1 5 14,71 2,942 0,02637
2 5 13,28 2,656 0,01963
3 5 13,99 2,798 0,04342
ANALISIS DE VARIANZA
Origendelas  Suma de Grados de  Promedio de Valor critico
variaciones  cuadrados libertad los F Probabilidad para F
Entre grupos  0,20449333 2 0,10224667 3,43032879 0,06633557 3,885293835
Dentro de los 0,35768 12 0,02980667
Total 0,56217333 14
1 2 3
2,54 2,32 2,73
2,44 2,39 2,36
N 2,54 2 2,91
2,61 1,89 2,41
2,74 1,99 2,54
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
1 5 12,87 2,574 0,01228
2 5 10,59 2,118 0,04927
3 5 12,95 2,59 0,05245
ANALISIS DE VARIANZA
Origendelas  Suma de Grados de  Promedio de Valor critico
variaciones  cuadrados libertad los F Probabilidad para F
Entre grupos 0,71829333 2 0,35914667 9,45122807, 0,0034287 3,885293835
Dentro de los 0,456 12 0,038
Total 1,17429333 14




1 2 3
2,5 2,46
2,3 2,1 2,18
AG-N 2,4 1,9 2,58
2,4 2,1 2,31
2,5 1,9 2,26
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
1 5 12,08 2,416 0,00818
2 4 8,03 2,0075 0,012025
3 5 11,79 2,358 0,02582

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio de
Origende las  Suma de Grados de los Valor critico
variaciones  cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0,41989643 2 0,20994821 13,4210685/ 0,00111891 3,982297957
Dentro de los 0,172075 11 0,01564318
Total 0,59197143 13
1 2 3
2,4 2,0 2,05
2,0 2,0 2,52
AG 2,5 1,9 2,42
2,5 2,4 2,95
2,7 1,9 2,5
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
1 5 12,07 2,414 0,05868
2 5 10,1 2,02 0,03985
3 5 12,44 2,488 0,10277

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio de

Origende las  Suma de Grados de los Valor critico

variaciones  cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0,63289333 2 0,31644667 4,7160457 0,0308106 3,885293835
Dentro de los 0,8052 12 0,0671



Total 1,43809333 14

1 2 3
1,9 2,0 1,57
1,7 1,9 1,84
Gel AG 2,2 1,9 2,05
2,0 1,9 2,47
2,5 1,5 2,07

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
1 5 10,23 2,046 0,08633
2 5 9,23 1,846 0,04248
3 5 10 2 0,1097

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio de

Origendelas  Suma de Grados de los Valor critico
variaciones  cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad

Entre grupos 0,10972 2 0,05486 0,69003396 ' 0,52040034 3,885293835

Dentro de los 0,95404 12 0,07950333

Total 1,06376 14

40% de ensayos muestran reproducibilidad del método

60% de ensayos no muestran reproducibilidad del método

Pvalor=0,05
Antifungico | Diferencias |Reproducible
EN NO S|
N S| NO
AG-N S| NO
AG S| NO
Gel AG NO S|
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