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RESUMEN

En el presente estudio se utilizd el aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) para
prolongacién de vida atil del queso fresco. El aceite esencial fue extraido por arrastre de vapor.
Utilizando cromatografia de gases se identificacion 38 compuestos que representan el 99.20% de
la composicién total, los compuestos mayoritarios fueron: Thymol (21,41%), y-Terpineno (17,57%)
y (Z2)-B Ocimene (15,66%). Las propiedades fisicas del AE densidad (0,9157 g/cm?), indice de
refraccion (1,4817) y actividad 6ptica (+18.34°) se determinaron mediante las normas AFNOR. Se
probé el AE en placas Petri contra Coliformes (+), Escherichia coli (+) y Staphylococcus aureus (-)
para conocer el efecto antimicrobiano que el AE posee. El queso fue elaborado de manera
artesanal conforme a la norma NTE INEN 1528:2012, con concentraciones crecientes (0.4, 0.6,
0.8, 1, 2 y 3 mL/Kg) de aceite esencial. Los quesos fueron almacenados en temperatura ambiente
(27 ©C) y en refrigeracién (4 °C) para su estudio de vida atil por 1, 8 y 12 dias. El queso fue
analizado sensorial por 28 jueces semientrenados, utilizando una escala hedonica y los atributos

de color y olor.

Palabras clave: Aceite esencial, Cromatografia, Hedénica



ABSTRACT

In the present study, the essential oil of oregano (Origanum vulgare) was used to prolong the shelf
life of fresh cheese. The essential oil was extracted by steam entrainment. Using gas
chromatography, 38 compounds representing 99.20% of the total composition were identified. The
main compounds were: Thymol (21.41%), y-Terpineno (17.57%) and (Z) -B Ocimene (15, 66%).
The physical properties of the AE density (0.9157 g / cm3), refractive index (1.4817) and optical
activity (+ 18.34 °) were determined using the AFNOR standards. AE was tested in Petri dishes
against Coliforms (+), Escherichia coli (+) and Staphylococcus aureus (-) to know the antimicrobial
effect that AE has. The cheese was made by hand in accordance with the NTE INEN 1528: 2012
standard, with increasing concentrations (0.4, 0.6, 0.8, 1, 2 and 3 mL / Kg) of essential oil. The
cheeses were stored at room temperature (27 OC) and refrigerated (4 OC) for their shelf life study
for 1, 8 and 12 days. The cheese was sensory analyzed by 28 semi-trained judges, using a hedonic

scale and the attributes of color and smell.

KEY WORDS: Essential oil, Chromatography, Hedonic



INTRODUCCION

El presente estudio consiste en la prolongacion de vida util del queso fresco con aceite esencial
de Origanum vulgare L. de la provincia de Loja. Se desarrolla en 3 capitulos, el primer capitulo
titulado Marco Tedrico trata sobre el estado del arte de este tema, en el segundo capitulo se da
a conocer las técnicas y los materiales utilizados para llevar a cabo la investigacion y en el capitulo
3 se expone y analiza los resultados. Esta investigacién contribuye al desarrollo de nuevos
métodos y tecnologias aplicadas en el sector alimenticio y a establecer condiciones de uso, asi
como también determinar los compuestos mayoritarios del aceite esencial y su importancia a nivel
industrial. Con este estudio se aumenta el conocimiento sobre la existencia de los aceites
esenciales como el orégano, sus propiedades y usos para aplicaciones en las diferentes
industrias tales como: farmacéutica, cosmética y alimenticia.

El objetivo general de desarrollar el estudio de queso fresco con aceites esenciales provenientes
de especies vegetales, fue para prolongar el tiempo de vida til del producto terminado y ademas
determinar los componentes quimicos del gueso con aceite esencial de orégano y propiedades
fisicas para el aceite esencial, asi como también determinar la prolongacién de vida util del
producto terminado y los objetivos especificos, también considerados como componentes del
proyecto: Extraccion del aceite esencial de Origanum vulgare y célculo del rendimiento real;
determinar las propiedades fisicas y composicién quimica las cuales nos permitiran establecer
condiciones de uso, asi como también determinar los compuestos mayoritarios y su importancia
a nivel industrial; Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) para conocer el
efecto positivo que ejerce en el queso fresco sobre microorganismos patégenos como E. coli,
Coliformes y Staphylococcus aureus y el de contribuir al desarrollo de nuevos estudios sobre
Origanum vulgare.

Para este estudio se inici6 con la recoleccion del material vegetal, al cual luego de un tratamiento
post cosecha se le extrajo el aceite esencial mediante arrastre con vapor, al aceite obtenido se le
determind la densidad relativa segun la norma AFNOR NF T75-111 (ISO 279:1998), el indice de
refraccion mediante la norma AFNOR NF 75-112 (ISO 280:1998), la composicion quimica
utilizando cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas CG/MS y acoplada un
detector de ionizacién de llama CG/FID, La concentracion minima inhibitoria (CMI) fue
determinada por el método de microdilucion en caldo usando una concentracién de 5x10° cfu/mL
para bacterias Gram-negativas Escherichia coli (ATCC 25922) y bacterias Gram-positivas como
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), con la finalidad de determinar el efecto antimicrobiano

gue el aceite esencial de O. vulgare tiene. Conociendo la reduccién microbioldgica del aceite



esencial antes ya mencionado, se procedi6 a elaborar el queso fresco sin pasteurizar con el aceite
esencial, en la provincia de El Oro, cantén Pifias, parroquia Saracay, para poder realizar el estudio

microbioldgico del producto terminado.



CAPITULO |
1. MARCO TEORICO



1.1. Queso fresco

El queso fresco de produccién artesanal ha constituido, durante décadas, una de las bases de la
alimentacién de la poblacién ecuatoriana. En el Ecuador, el 35% de la leche generada es
destinada a la industria quesera artesanal. Dicha actividad de manufactura se realiza en areas
rurales, donde las condiciones higiénicas sanitarias han carecido del seguimiento y control
requeridos para asegurar la obtencion de productos de calidad e inocuidad comercial. La
composicion quimica y el grado de hidratacion de este tipo de productos, son factores que van a
propiciar el desarrollo de patdégenos de importancia sanitaria por su impacto en la salud del

consumidor (Arguello, y otros, 2016).

La preferencia del consumidor por el queso fresco es cada vez mayor, debido a sus
caracteristicas de sabor y textura. Este producto es manufacturado en su mayoria por pequefios
agricultores y por grandes industrias lacteas en el pais. El sabor se debe principalmente a la
presencia de las bacterias acido lacticas (Lactococcus spp., Lactobacillus spp., Leuconostoc spp.,
y Enterococcus spp), las cuales contribuyen también a la inhibicibn del crecimiento de
microorganismos patégenos como Escherichia coli y Listeria monocytogenes (Merchan

Castellanos, y otros, 2018).

Este alimento tiene una densidad nutricional elevada. En el pais el consumo de queso contribuye
a la ingesta del 9 % de la proteina total, 11 % del fésforo y el 27 % del calcio y es una buena
fuente de proteinas de elevado valor bioldgico, la proteina lactea tiene todos los aminoacidos
esenciales y se destaca por el elevado contenido en aminoacidos de cadena ramificada (leucina,
isoleucina y valina). En el proceso de elaboracion de los quesos se produce hidrolisis de las
caseinas, lo que, ademas de contribuir a la adquisicion de caracteristicas organolépticas
particulares, hace que aumente la digestibilidad de la proteina sin alterarse su valor nutritivo

(Cangas Moran, y otros, 2019).
1.2. Aceites esenciales.

Los aceites esenciales (AE) son liquidos volatiles, en su mayoria insolubles en agua, pero
facilmente solubles en alcohol, éter y aceites vegetales y minerales. Por lo general, no son
oleosos al tacto. En un aceite esencial pueden encontrarse hidrocarburos aliciclicos y arométicos,
asi como sus derivados oxigenados, por ejemplo, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres,
sustancias azufradas y nitrogenadas. Los compuestos mas frecuentes derivan biolégicamente

del acido mevalbénico y se les cataloga como terpenos, siendo los mas abundantes los



monoterpenos (C10) y los sesquiterpenos (C15). Son ingredientes béasicos en la industria de los

alimentos, quimica y farmacéutica (Rojas, 1988).

Este tipo de aceites esenciales son una alternativa para el control de bacterias, debido a que son
mezclas de sustancias quimicas presentes en la composicion quimica de las plantas, dandole asi
su caracter fuertemente aromatico; son biodegradables, amigables con el ambiente y poseen
bajos o inexistentes niveles de toxicidad, lo que permite que sean utilizados en cualquier
ambiente, poseen caracteristicas insecticidas, antioxidantes, antibacteriano, antifingico y
antiviral. Este tipo de aceites pueden ser extraidos por diferentes métodos, pero la técnica mas
utilizada es el de destilacion por arrastre de vapor de agua, donde la muestra vegetal se coloca
en un recipiente (tipo autoclave cerrado) y es sometida a una corriente de vapor de agua, asi la
esencia es arrastrada y posteriormente condensada, recolectada y separada de la fracciéon
acuosa. Las plantas arométicas son importantes para la obtencion de aceites esenciales como

es el caso del Origanum vulgare (Rueda Puente, y otros, 2018).

Los aceites esenciales se pueden obtener a partir de flores, pétalos, hojas, tallos, frutos, raices y
cortezas. La concentracion de aceites en estas partes de la planta, depende de la etapa de

crecimiento y las condiciones ambientales (Hart , 2008).
1.2.1 Métodos de Extraccién.

Una de las técnicas que mas se utiliza para extraer aceites esenciales es la destilacién por
arrastre de vapor. Esta técnica es mucho mas utilizada especialmente a nivel industrial debido a
su alto porcentaje de rendimiento, la pureza del aceite obtenido y puesto que no requiere

tecnologia sofisticada (Martinez., 2001).

Esta técnica es aplicada para separar sustancias organicas presentes en plantas aromaticas cuyas
moléculas son volatiles, donde se utiliza una presion de vapor baja y punto de ebullicién alto, la
destilacion por arrastre con vapor consiste en una vaporizacién a temperaturas inferiores a las de
ebullicion de cada uno de los componentes volatiles por efecto de una corriente directa de vapor
de agua, esto ejerce la doble funcién de calentar la mezcla hasta su punto de ebulliciéon y adicionar
tensién de vapor a la de los componentes volatiles del aceite esencial, los vapores que son
emitidos o expulsados en la camara extractora se enfrian en un condensador donde regresan a la
fase liquida, dando dos productos inmiscibles que son agua y aceite, donde finalmente se separa

en un dispositivo decantador (Bandoni, 2000).



1.2.2 Caracterizacion.

La caracterizacibn o composicibn quimica de los aceites esenciales se ve interactuada
directamente con la utilizacién de la cromatografia de gases, el cual se utiliza para obtener el
perfil cromatografico y poder cuantificar los principales componentes del aceite esencial, es decir
los compuestos que se encuentran en mayor proporcion o aquellos que, a pesar de no ser
mayoritarios, tienen una especial trascendencia para la evaluacion de la calidad de los mismos
(Bandoni, 2002).

1.2.3. Cromatografia de gases.

Esta técnica es muy utilizada para separar los componentes de interés en una muestra
vaporizada, ya que éstos se distribuyen entre una fase gaseosa moévil y una fase estacionaria
liguida o sodlida contenida en una columna. La muestra que se va a analizar se lleva a la fase
gaseosa y se inyecta en una de las cabezas de la columna cromatografica. La elusion de los
componentes se realiza mediante el flujo de una fase gaseosa mévil que, a diferencia de la de
otros métodos cromatogréfico, es inerte y no interactlia con las moléculas de las especies de la
muestra; sélo las transporta a través de la columna. Existen dos tipos de cromatografia de gases:
la de gas-liquido y la de gas-sélido. La primera, es la que tiene mas aplicaciones en todos los
campos de la ciencia y se le conoce cominmente como cromatografia de gases. La cromatografia
de gas-sélido tiene menos aplicaciones debido a que muchas moléculas reactivas o polares
poseen tiempos de retencién muy largos y las colas de los picos de eluciéon no son aceptables
(Skoog, 2001).

1.2.4. Propiedades.

Los aceites esenciales, ademas de poseer propiedades antibacterianas, han mostrado también

propiedades antiviricas, antifingicas, herbicidas e insecticidas (Blazquez., 2014).

Diversos estudios han demostrado que los componentes de los aceites esenciales poseen
capacidades anticancerigenas; se conoce que los isoprenoides presentes en estos aceites

esenciales, modifican ciertas células previniendo el cancer (Thormar, 2011).
1.2.5. Actividad biolégica.

Desde hace més de tres décadas se ha descrito a los antimicrobianos de origen natural, como
agentes de gran capacidad biodegradable, con efectos secundarios minimos, en comparacion a

los antimicrobianos comUnmente comercializados. Actualmente se sabe que los aceites



esenciales derivados de las plantas y especias tienen efectos antimicrobianos, se ha identificado
gue estos efectos estan relacionados con los componentes quimicos presentes, la mayoria de
los estudios han encontrado que los aceites esenciales son efectivos contra numerosas bacterias
patégenas Gram (+) y Gram (-), mohos, levaduras, siendo los monoterpenos, sesquiterpenos y
diterpenos los posibles responsables de las propiedades aromdticas, antioxidantes vy

antimicrobianas (Segura, 2018).
1.2.6. El género Origanum.

El nombre "orégano" comprende mas de dos docenas de diferentes especies de plantas, con
flores y hojas que presentan un olor caracteristico a "especioso". Las hojas secas del Origanum
vulgare, nativo de Europa y del Lippia graveolens, planta nativa de México son de uso culinario
comun. El género Origanum pertenece a la familia Lamiaceae, mientras que el Lippia graveolens,

a la familia Verbenacea (Pierce, 1999).

En base a criterios morfolégicos, el género Origanum se ha clasificado en 3 grupos, 10 secciones,

38 especies, 6 subespecies y 17 hibridos (Skuola, 1999).
1.2.6.1. Especie Origanum vulgare (Orégano).

Origanum vulgare L. (Figura 1) es una planta perenne, perteneciente a la familia Lamiaceae.
Originario de la region del Mediterraneo, también cultivado en Europa, Asia y Taiwan y en Ameérica
del Sur. El orégano presenta dentro de sus componentes principales, mas de 34 compuestos
activos, de los cuales los fenoles como carvacrol, timol, a-terpeno y p-cimeno pueden alcanzar

entre 80,2 y 98 % de la composicion del aceite esencial (Albado, 2001; Castro, 1995).

igura 1. Especie Origanum Vulgare
Fuente (Chavez L., 2008),
Elaborado por: Chavez, (2008)



1.2.7. Taxonomia de la especie vegetal Origanum Vulgare.
En la tabla 1 se describe la taxonomia de la especie vegetal O. vulgare.

Tabla 1. Taxonomia de la especie vegetal O. vulgare

TAXONOMIA
Reino Plantae
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Subfamilia Nepetoideae
Género Origanum
Especie Origanum vulgare

Fuente: El autor
Elaborado por: El autor

1.2.8. Composicién quimica.

El aceite esencial de orégano presenta dentro de sus componentes estructurales, compuestos

mayoritarios como el Thymol, y-Terpinene, Terpinolene, (2)-f Ocimene (Bastos et al., 2011).
1.2.8.1. Propiedades.

Chavez (2008) argumenta que el orégano posee propiedades antioxidantes, antifungicas,
antiespasmadicas, antisépticas, y sobre todo se caracteriza por la potente accidn de sus
principios activos carvacrol y timol que le otorgan a esta planta un gran poder antibacteriano frente

a microorganismos gram-positivos y gram-negativos.

Miralles (2011), revela que una de las especias que tiene efecto antimicrobiano es el orégano,

por ese motivo inhibe el crecimiento de humerosas bacterias patdgenas en alimentos.
1.2.8.2. Usos y Aplicaciones del Orégano.

El aceite de orégano es uno de los agentes anti-fungicos mas poderosos, es muy utilizado debido
enteramente a que no es toxico. De hecho, el aceite esencial de orégano es capaz de destruir
hongos que han sido mutados en el laboratorio como resistentes y formas resistentes de hongos
gue resultan de la terapia antibiética. El aceite de orégano es un poderoso calmante del dolor, es
también un poderoso antioxidante. Ademas, el aceite mejora la digestion estimulando el flujo de
bilis (Fan, 2008).
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Esta investigacion se llevd a cabo en el Departamento de Quimica y Ciencias Exactas, en la
seccién de Ingenieria de Procesos de la Universidad Técnica Particular de Loja: Los principales
procesos realizados fueron el estudio del aceite esencial (figura 2); elaboraciéon del queso fresco
(figura 3); y el andlisis de la vida util del queso, incluida sus propiedades fisicas (objetivas y

subjetivas) y quimicas.

2.1. Aceite esencial de Orégano

La figura 2 muestra el proceso de obtencion y analisis del aceite esencial de orégano.

Origanum vulgare

J

” . Materia Prima
Obtencion de Aceite , proporcionada por Industria
Esencial 1 &Ll Lojana de Especerias

Densidad: Norma AFNOR NF T 75-

Determinacion de 111
: i Indice de Refraccion: Norma AFNOR

Propiedades Fisicas (A.E) NFT 75.112

Actividad Optica: Polarimetro
Determinacion de Cromatografia de gases
Composicion Quimica (A.E) acoplada a espectrometria de

masas (CG-EM)

Figura 2. Esquema de la metodologia aplicada analisis fisico quimico del AE
Fuente: Investigacion Experimental
Elaborado por: El autor.

2.1.1. Obtencion del aceite esencial de orégano.

Las muestras de materia prima para la obtencion del aceite esencial de orégano fueron
proporcionadas por la Industria Lojana de Especerias (ILE), empresa dedicada al procesamiento,
comercializaciébn y elaboracion de productos en general como; condimentos en varias
presentaciones en lineas de: polvos, pastas, salsas, granos, hierbas aromaticas, aceites y

mantecas.
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La extraccion del AE se realizé en un destilador que cuenta con un tanque de acero inoxidable,
el procedimiento fue colocar agua debajo de la materia vegetal, esta se pos6 sobre una placa
perforada que permitia el paso del vapor. Se procedi6 a colocar la tapa con un sello de agua en
el borde del tanque y se ubicaron distintas mangueras en su lugar correspondiente, es decir de
entrada y de salida para el refrigerante; el tanque se expuso a una fuente de calor que estaba
ubicada debajo de este, con la finalidad de que el calor que ésta fuente genere, forme vapor y
pueda circular a través de la materia vegetal y cuando salga se pueda enfriar en el condensador
y asi pasar al estado liquido, el liquido obtenido se recolecta en un florentino y se realiza la

separacion del agua y el aceite debido a sus densidades.

El aceite esencial se recolecté en un vaso de precipitacion para tener claro el volumen, luego se
etiquetaron recipientes de color ambar para poder almacenar el aceite, para cada muestra se
etiquetd con el nombre de la especie vegetal, nimero de recoleccién junto con la fecha de
recoleccién. Finalmente, las muestras se llevaron a refrigeracion con una temperatura

aproximada de -4°C, esto para mantener el aceite en las mejores condiciones.
2.1.1.1. Determinacion del rendimiento.

Para determinar el rendimiento (%R) de cada una de las destilaciones, se relacioné la cantidad
de materia vegetal usada P(g), con el volumen del aceite esencial obtenido V(mL). La ecuacién

para el calculo del rendimiento es la siguiente:

V (ml)

%R =
’ P (9)

* 100

2.1.2. Determinacion de las Propiedades Fisicas del aceite esencial.

Las propiedades fisicas que se determinaron fueron indice de refraccién, densidad relativa,

actividad optica.
2.1.2.1. Densidad relativa.

La determinacién de la densidad relativa del aceite esencial de Origanum vulgare se realiz6 segun
la norma AFNOR NF T75-111(ISO 279:1998), para la realizacion de este analisis se utiliz6 un
picnémetro de 2 mL, y una balanza analitica (Figura 3). Primero se procede a pesar el picnémetro
vacio, luego lo pesamos con agua destilada y finalmente se lo pesa con el aceite esencial. De los

valores obtenidos se calcul6 la media y la desviacidén estandar.
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vtorius

o

Figura 3. Determinacion Densidad Relativa del AE de O. vulgare.
Fuente: Investigacion Experimental
Elaborado por: El Autor

W v \

2.1.2.2. indice de refraccion.

La determinacion del indice de refraccion se realizé segun la norma ANFOR NF 75-112(1SO
280:1998), para ello se empled un refractémetro ABBE (Figura 5), marca BOECO GERMANY,
gue es un dispositivo electrénico que mide la velocidad de propagacion de la luz en la muestra

de aceite esencial.

Figura 4. Determinacion Indice de refraccién del AE de O. vulgare.
Fuente: Investigacion Experimental
Elaborado por: El Autor

2.1.2.3. Actividad Optica.

En base a la norma ISO 592, se determiné la actividad 6ptica, donde nos muestra la capacidad
gue tienen los aceites esenciales para desviar la luz polarizada. Para lo cual se usé un polarimetro
Digital modelo Mrc- Automatic Polarimeter P810 (Figura 6) y una celda de 10 cm de longitud. Este
procedimiento se realizd por triplicado en la muestra de aceite esencial, obteniendo un valor

promedio y una desviacion estandar.
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Figura 5. Determinacion Actividad Optica del AE de O. vulgare.
Fuente: Investigacion Experimental
Elaborado por: El Autor

2.1.3. Determinacion de la Composicion Quimica del aceite esencial.

La determinacion de la composicion quimica del aceite esencial de Origanum vulgare se
determiné tanto cualitativamente como cuantitativamente, para ello se utilizé la técnica de
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM) y al detector de ionizacién
de llama (CG/FID).

2.1.3.1 Anédlisis del aceite esencial por cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas y al detector de ionizacién de llama.

La determinacion de la composicion quimica presente en el aceite esencial de Origanum vulgare
se realiz6 mediante un cromatédgrafo de gases de serie Agilent 6890N (Figura 6) acoplado a un
espectrometro de masa Agilent serie 5973 inert; que posee un sistema de datos (Sofware MSD-
Chemstation D.01.00 SP1), este cuenta con un inyector automatico serie 7683 y un detector de
ionizacién de llama (FID), provisto de un generador de hidrogeno. Para la determinaciéon de la

composicion quimica se utilizo la columna apolar HP-5ms.

Figura 6. Determinacion composicion quimica del AE de O. vulgare.
Fuente: Investigacion Experimental
Elaborado por: El Autor

15



2.2. Elaboracién de las muestras de queso fresco

El proceso de obtencion del queso fresco sin pasteurizar se muestra en la figura 7. Las imagenes
de este proceso se pueden obserbar en el anexo 1. La elaboracién del queso se lo realiz6 en la
parte alta de la provincia de El Oro, cantén Pifias, parroquia Saracay. Inicialmente se recepto la
materia prima, a la misma que se procedié a realizarle pruebas fisicas (desidad 1,028 — 1,032
g/mL; temperatura 22°C) y pruebas quimicas (Mastitis negativa), pH y acidez titulable. Despues
de la recepcion de la materia prima se procedié a introducir el cuajo liquido en la leche (20 mL/150
L), luego de que se afiadi6 el reactivo lactico, las propiedades fisicas de la leche empezaron a
cambiar a los 75 minutos, despues se procedid al desuerado, eliminando todo el suero lactico
residual del producto semi elaborado, para poder ser mezclado con la sal (500 g/25 kg cuajada)

y finalmente llegar a la etapa del prensado y posteriormente al envasado y almacenado (4 °C).

Queso fresco con aceite
esencial de O. vuigare

I l

Recepcion de Materia Pruebas fisicas: Densidad
Prima (1,028 - 1,032 g/ml)

Pruebas quimicas: Mastitis (-)

Adicion del cuajo 20 45 — 30 minutos para que

mi/150L el cuajo realice su efecto
Desuerado de la cuajada Eliminacion del suero
lactico
Adicion de sal (500g/25 Kg La sal actiia como
cuajada) conservante del queso

Adicion del aceite esencial
de O. vulgare

04,06,08,1,15,2,25,
3 (ml AE/kg)

Batido y prensado del
queso fresco con AE

Figura 7. Esquema de la metodologia aplicada a la elaboracién del queso fresco
Fuente: Investigacion Experimental
Elaborado por: El autor.
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2.2.1. Elaboracion de las muestras de queso fresco con aceite esencial.

Para la obtencién del queso fresco con AE de O. vulgare se empled el mismo proceso de
elaboracion del queso fresco, con la diferencia de que en la etapa después de batido o mezclado
de la cuajada con la sal, se procede a adicionar el AE con una pipeta de 1 mL, en las
concentraciones 0.4, 0.6, 0.8, 1, 1.5, 2, 2.5, 3 (mL AE/kg queso fresco), procediendo a repetir la
etapa de mezclado en la batidora industrial elaborada artesanalmente, para luego prensar y

posteriormente envasar y almacenar el queso fresco con AE a 4 °C.
2.2.2. Pruebas quimicas de las muestras de queso fresco

2.2.2.1. Determinaciéon de acidez titulable

La determinacién se realizé de igual manera segun refiere a la NTE INEN 750:2013 (NTE INEN-
ISO, 2013), se realizé una titulacion con una solucién valorada de hidréxido de sodio 0,1 N y
fenolftaleina como indicador, hasta obtener una coloracion rosada persistente durante 30
segundos, momento que indic6 el punto final de la titulacién, todo este procedimiento se lo realiz6

por triplicado para cada muestra de queso con adicién parcial de aceite esencial de orégano.
2.2.2.2. Determinacién de pH

La determinacion del potencial hidrégeno de la muestra de queso fresco con adicién de aceite
esencial de orégano se la realizé por triplicado en base a la NTE INEN 1087:1984 (NTE INEN,
2013), el cual se tom6 1 gramo de muestra y se disolvié en 10 mL de agua destilada con la ayuda
de un agitador, donde luego se introdujo el electrodo hasta verificar el pH de la muestra (Figura
8).

a
Figura 8. Determinacion de pH en el queso fresco con AE de O. vulgare
Fuente: Investigacion Experimental
Elaborado por: El Autor
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2.2.2. Analisis sensorial de las muestras de queso fresco

Para el analisis sensorial del queso fresco con adicion parcial de aceite esencial de O. vulgare,
se planted una prueba sensorial del tipo afectiva con una escala heddnica, donde se eligié 28
evaluadores semi entrenados (Figura 9), los cuales optaron en base a su preferencia entre ambas
muestras debidamente codificadas AO08 (4576), BLOO (3476), tal y como lo muestra en la tabla
2.

Tabla 2. Escala heddnica, evaluacién sensorial

Muestra: ................ Color Olor

Me gusta muchisimo

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente
Me gusta poco

No me gusta ni me
disgusta

Me disgusta poco

Me disgusta
moderadamente

Me disgusta mucho

Me disgusta muchisimo

Fuente: Investigacion Experimental UTPL
Elaborado por: El Autor

Para este analisis se utilizd el queso fresco AO08 (Queso con 0,8 % de AE de O. vulgare), debido

a que era la muestra que mejor comportamiento reportaba en el estudio de vida Uutil.
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Figura 9. Evaluacién sensorial del queso fresco con AE de O. vulgare
Fuente: Investigacion Experimental
Elaborado por: El Autor

2.2.4. Estudio de Vida Util del queso fresco.

Para el estudio de vida util del producto terminado, se elaboré el queso fresco sin pasteurizar con

una concentracion de 0.4, 0.6, 0.8, 1, 1.5, 2, 2.5, 3 (mL aceite esencial/kg de queso fresco) y sin

AE de O. vulgare, donde se almacend en temperaturas controladas de refrigeraciéon (4 °C) y

ambiente (27 ©C), para ir conociendo el comportamiento del producto conforme van avanzando

los dias de estudio.

2.2.5. Pruebas microbiol6gicas aceite esencial de Origanum vulgare.

2.2.5.1. Pruebas de difusiéon de disco

Para la determinacién de la sensibilidad se utilizé el medio de Muller-Hinton, el cual se preparé
de la siguiente manera:

Preparar el medio de acuerdo con las instrucciones de la casa comercial.
Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C por 15 minutos.
Mantener la temperatura en bafio maria de 48-50 °C.

Distribuir el medio aproximadamente de 20 a 25 mL en cajas de Petri estériles.

2.2.5.2. PREPARACION DEL INOCULO

Seleccionar 4 a 5 colonias del microorganismo en estudio (S. aureus y E. coli),
preferencialmente de un cultivo puro.

Transferir las colonias, simplemente tocando la parte superior de cada una con asa
bacteriolégica a un tubo que contenga de 3-5 cc. de caldo estéril de Mueller-Hinton.
Incubar a 35°C. de 2 a 8 horas hasta que se produzca un crecimiento moderado.
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Diluir el cultivo con solucion salina estéril o caldo estéril hasta obtener una turbidez
equivalente al tubo 0.5 de la escala de McFarland lo cual corresponde aproximadamente
a 100 microorganismos viables por mL.

Medir la turbidez de la dilucion.

2.2.5.3. SIEMBRA DE LA MUESTRA

Sumergir un aplicador de algodén estéril, dentro de la suspension del microorganismo en
estudio.

Colocar el aplicador por encima del nivel del contenido del tubo y contra las paredes del
mismo para remover el exceso del inoculo.

Sembrar el in6culo uniformemente sobre la superficie del medio con el aplicador. Hacer
esta siembra en tres direcciones.

Permitir que la superficie del medio sembrado se seque durante 5-20 minutos,
manteniendo la caja con la tapa cerrada.

Realizar 5 discos de 0,8 mm dejando entre disco y disco un espacio uniforme.

Colocar 0,4 uL del extracto de aceite esencial en los 3 discos que se encuentran cerca de
los bordes y en los dos discos centrales se coloca un blanco positivo (DMS) y un blanco
negativo.

Incubar las cajas inmediatamente o en los préximos 30 minutos a 35°C por 24h

Medir el diametro de la zona incluyendo los 0,8 mm del disco, con una regla sobre el
respaldo de la caja de Petri sin remover la tapa, Figura 10.

Figura 10. Siembra microbiolégica (S. aureus y E. coli) con AE.
Fuente: Investigacion Experimental
Elaborado por: El Autor

2.2.6. Pruebas microbiol6gicas en queso fresco con aceite esencial de Origanum

vulgare.

2.2.6.1. Recuento de E. coli/Coliformes y aerobios mesofilos.

El analisis microbiolégico de la bacteria E. coli/Coliformes se realiz6 utilizando placas petrifilm

para ambos microorganismos con agar nutritivo, durante los dias 1, 8 y 12 después de su

produccién, los mismos que se analizaron por triplicado en el laboratorio de Microbiologia de
Alimentos de la UTPL, Figura 11.
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Figura 11. Siembra microbioldgica en placas petrifilm.
Fuente: Investigacion Experimental
Elaborado por: EI Autor

2.2.6.2. Preparacion de la muestra para la siembra de bacterias.

Se tomo 10 g de queso y se coloco en un frasco que contiene 90 mL de agua peptonada al 0.01%
previamente esterilizada y se mezclé correctamente. Obteniéndose la primera dilucion 102, Se
transfirié con pipeta 1 mL de la solucién a un tubo de ensayo estéril que contiene 9 mL de agua
peptonada y se homogenizo, resultando asi la dilucién 102, Siguiendo el mismo procedimiento

se realiza diluciones hasta 10°°.

2.2.6.3. Siembra en placas Petrifilm para E. coli/Coliformes.

Para la siembra de E. coli/Coliformes se siguieron los siguientes pasos:

1) Se colocé la placa Petrifilm previamente identificada sobre una superficie plana. 2) Se levanté
la pelicula superior y con una pipeta colocada perpendicularmente a la placa, se verti6 1 mL de
la dltima dilucion en el centro del circulo de la pelicula inferior, que contiene el medio
deshidratado. 3) Se deslizé la pelicula superior sobre la inferior, tratando de no formar burbujas.
4) Inmediatamente después, con ayuda de una lamina difusora se distribuyé el in6culo sobre el
area del medio del cultivo, sélo hasta que la muestra alcance los bordes del circulo. 5) Se dejo la
placa en reposo por lo menos 1 min para permitir la solidificacion del agente gelificante. 6) Se
incubd las placas Petrifilm con la pelicula transparente hacia arriba sin invertir. Se incubé a
35+1°C durante 24+2 horas. 7) Se procedi6 a la lectura de las placas 8) Se efectud los calculos
correspondientes y se expreso los resultados como Unidades Formadoras de Colonia (UFC/mL),
los mismos que se los transformé en Logl0 UFC/g, y se realizé la media y desviacion estandar

de los resultados obtenidos.

21



2.3. Disefo experimental

En la presente investigacion se evalué cuatro niveles distintos de concentracion en el queso
fresco con aceite esencial de Origanum vulgare, 0.4, 0.6, 0.8 mL/kg (aceite esencial’lkg queso
fresco), frente a un testigo que fue el blanco (0 mL/kg), con tres repeticiones consecutivas, las
unidades experimentales se distribuyeron bajo un disefio experimental de ANOVA de un factor,

para cada uno de sus parametros a evaluar.

2.3.1. Mediciones experimentales

Las variables experimentales que se evaluaron en el queso fresco fueron: fisico-quimicos (acidez,
pH), caracteristicas organolépticas (color y olor) y recuento microbiolégico (Coliformes).

2.3.2. Analisis estadistico y pruebas de significancia

Los resultados obtenidos se tabularon en el programa SPSS, los mismos que fueron sometidos

a los siguientes andlisis estadisticos:

= Prueba de normalidad Shapiro Wilk, para conocer si los datos de las muestras cumplen
con la distribucién normal (Significancia = 20.05).
= Prueba de Anova de un factor, para conocer si existe diferencia significativa o similitud

entre cada una de las muestras.
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CAPITULO I

3. RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. Aceite esencial de Orégano

Utilizando arrastre por vapor fue posible extraer aceite esencial a partir de material vegetal de
orégano. El aceite esencial fue un liquido viscoso de color subjetivo amarillo palido. Las
cantidades de materia prima utilizadas estuvieron entre los 2 y los 5 kilogramos y las cantidades

obtenidas de aceite fueron las suficientes para las pruebas (Tabla 3).
3.1.2. Rendimiento del aceite esencial de Origanum vulgare.

Una vez extraido el aceite esencial de O. vulgare, se codificaron las muestras de AE para poder
ser analizadas posteriormente en los parametros pertinentes, tal y como lo demuestra la tabla 3,
donde se aprecian los valores correspondientes al rendimiento (%) obtenido de cada una de las
destilaciones, ademas se incluye la media y la desviacién estandar de las tres muestras. El
rendimiento promedio fue de 0,43 = 0,04 % y la muestra con mayor rendimiento fue OS2 (0,47
%).

Tabla 3. Rendimiento en aceite esencial de O. vulgare

Muestras Peso (kg) Volumen (mL)  Rendimiento (%) X z
0s1 2,035 18 0,38
0S2 4,060 36 0,47 0,43 0,04
0S3 5,020 38 0,43

0S1:0regano Secol, OS2: Orégano Seco2, 0S3:0regano Seco3, X:Promedio de las destilaciones, o:Desviacion estandar.

Fuente: Investigacion Experimental UTPL

Elaborado por: El Autor

El rendimiento de los aceites esenciales se ve influenciado notablemente por el método de
extraccion al que es sometida la materia prima, uno de los mas comunes y mejor aplicados en la
industria es el de arrastre de vapor, el cual consiste en un método transcendental desde el punto

de vista econdmico y rentabilidad del proceso de extraccion (Basurto Luzuriaga, y otros, 2019).

Moure (2001), argumenta que el rendimiento de la extraccion del aceite esencial de O. vulgare
se ve relacionado directamente con los métodos de cultivo y las condiciones geogréficas: clima,
altitud, tipo de suelo, luz natural, temperatura; método de obtencion del aceite, época de cosecha
y edad de las plantas. Lo cual, dependiendo de todos estos factores, el rendimiento de la

extraccion del aceite variaria considerablemente.
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3.2. Propiedades Fisicas

Las propiedades fisicas que se determinaron al aceite esencial de O. vulgare fueron: densidad

relativa, indice de refraccién y actividad éptica.

3.2.1. Densidad relativa.
La Tabla 4 muestra el resultado de la densidad relativa obtenidos de las muestras destiladas, la
media y su desviacion estandar.

Tabla 4. Densidad relativa del aceite esencial de O. vulgare

Densidad relativa

Muestras (alem?) X z
0Os1 0,9131
0S2 0,9218 0,9157 0,0052
0S3 0,9123

0S1:0regano Secol, 0S2:0regano Seco2, 0S3:0regano Seco3, X:Promedio de las destilaciones, Z:Desviacion

estandar

Fuente: Investigacion Experimental UTPL

Elaborado por: El autor
La mayor parte de los aceites esenciales estan compuestos fundamentalmente por terpenos y
sus derivados, dandoles una densidad menor a la del agua (1g/cm?). Este parametro facil de

determinar nos permite identificar un aceite esencial auténtico de un sintético (Ortufio, 2006).

El promedio obtenido de la densidad relativa en la presente investigacion del aceite esencial de
Orégano fue de 0.9157 g/cm?®. Segun Mendoza (2008) reporta valores similares de 0.925 g/cm?
de densidad para la misma especie aceites esenciales obtenidos mediante el método de

hidrodestilacién, los cuales se asemejan a los valores obtenidos en la tabla antes mencionada.

3.2.2. indice de refraccion.
La Tabla 5 muestra el resultado obtenido del indice de refraccién de cada una de las muestras
destiladas, la media y su desviacion estandar.
El indice de refraccion es utilizado para identificar y determinar el grado de pureza de un
compuesto. Esta propiedad sirve para controlar el grado de purezay la calidad debido a que cada

tipo de aceite esencial posee un indice de refraccion caracteristico (Bandoni, 2000).
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Tabla 5. indice de refraccion del aceite esencial de O. vulgare

Muestras Indice de refraccion X z
OS1 1,4813
0S2 1,4822 1,4817 0,0005
0S3 1,4816

0OS1: Oregano Secol, OS2: Oregano Seco2, OS3: Oregano Seco3, X:Promedio de las destilaciones, Z:Desviacion

estandar

Fuente: Investigacién Experimental UTPL
Elaborado por: El autor

La importancia de este pardmetro para cada aceite esencial se debe a que su valor cambia si se
diluye o mezcla con otras sustancias; y por lo tanto; esto es considerado como una medida de

calidad y un parametro que ayuda a controlar la adulteracion (Ortufio, 2006).

Los aceites esenciales de Origanum vulgare presentan indices de refraccibn mayores a 1,47
debido a que poseen en su composicion quimica cantidades importantes de compuestos

oxigenados aromaticos o aliciclicos, segun lo argumentado por (Granados, 2012).

3.2.3. Rotacion Optica.

La Tabla 6 muestra el resultado obtenido de la actividad Optica de cada una de las muestras

destiladas, la media y su desviacion estandar.

Tabla 6. Rotacion Optica del aceite esencial de la especie O. vulgare

Muestras Actividad Optica X z
0Ss1 +18,31
0S2 +18,35 + 18,34 0,04
0Ss3 +18,38

0OS1: Oregano Secol, 0S2:Oregano Seco2, 0S3:0regano Seco3, X: Promedio de las destilaciones, Z:Desviacion

estandar.-

Fuente: Investigacion Experimental UTPL
Elaborado por: El autor

La determinacion del indice de refraccién éptica es de vital importancia, puesto que se usa como
referencia de pureza de las sustancias que se encuentran presentes en la muestra, ya que esta
exclusivamente en funcién de su composicion quimica, por lo cual, el aceite esencial analizado

se considera totalmente puro (Gennaro, 2003).

El aceite esencial de Oregano vulgare obtuvo un angulo de rotacién de la luz polarizada de
+18,34, es decir que tiene el mismo sentido de rotacion que las manecillas del reloj, por tal motivo
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se puede establecer que la mayoria de compuestos que lo conforman, son sustancias

dextrorrotatorias.

3.3. Composicién quimica del aceite esencial de Origanum vulgare.

3.3.1. Analisis cualitativo y cuantitativo.
El perfil cromatogréafico del aceite esencial de Origanum vulgare fue obtenido de la columna no
polar DB5-MS (Figura 12).
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Figura 12. Perfil cromatografico del aceite esencial de O. vulgare obtenido de la columna DB5-MS
Fuente: Investigacion Experimental UTPL
Elaborado por: El autor

Como se puede observar en la figura 12, los cromatogramas obtenidos indican cada uno de los
compuestos mayoritarios que conforman el aceite esencial de Origanum vulgare, la figura

relaciona el tiempo de retencién (eje horizontal) y el area de pico o cantidad de compuesto (eje
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vertical), es decir los picos mas alto son los compuestos con mayor cantidad presentes en el

aceite esencial, donde se los puede visualizar cada uno de los compuestos en la tabla 7.

Tabla 7. Determinacién de composicion quimica del aceite esencial de O. vulgare.

IR IR
calculado Leido COMPUESTO % Type
933 924 a Thujene 0,53 AMH
939 932 a PINENE 0,33 AMH
974 969 SABINENE 2,85 AMH
978 974 B PINENE 0,16 AMH
983 974 Pinene <@> 0,20 AMH
991 988 Myrcene 0,95 ARM
1006 1002 Phellandrene <a> 0,42 AMH
1017 1014 Terpinene <a> 1,62 ARH
1024 1020 Cymene <p> 2,40 AMH
1030 1025 Phellandrene <> 2,03 AMH
1031 1026 Cineole <1,8> 0,15 MOH
1036 1032 Ocimene <(Z)B-> 15,66 AMH
1047 1044 Ocimene <(E)B-> 0,14 AMH
1058 1054 Terpinene <Y> 17,57 AMH
1071 1065 Sabinene hydrate <cis-> 1,45 OTH
1085 1086 Terpinolene 13,84 AMH
1105 1098 Sabinene hydrate <trans-> 3,36 AMH
1110 1110 Octen-3-yl acetate <1-> 0,08 OTH
1125 1118 Meth-2-en-1-ol <cisp> 0,45 OTH
1140 1134 Thujanol <iso3-> 0,08 OTH
1143 1136 Meth-2-en-1-ol <transp> 0,84 OTH
1149 1140 Verbenol <trans> 0,05 AMH
1173 1165 Borneol 0,28 ARM
1182 1174 Terpinen-4-ol 4,20 AMH
1196 1186 Terpineol <a> 3,26 AMH
1210 1207 Piperitol <trans> 0,40 AMH
1230 1232 Thymol, methyl ether 1,46 OTH
1239 1241 Carvacrol, methyl ether 2,57 OTH
1296 1289 Thymol 21,41 AMH
1299 1054 Terpinene <Y> 0,06 AMH
Aliphatic monoterpene hydrocarbons (AMH) 88.87
Aromatic monoterpene hydrocarbons(ARM) 2.85
Monoterpene alcohols (MOH) 0.15
Monoterpene ketones (MKE) 0
Aliphatic sesquiterpene hydrocarbons (ASH) 0
Aromatic sesquiterpene hydrocarbons(ARS) 0
Sesquiterpene alcohols (SOH) 0

Other compounds (OTH) 7,33
Total identified 99,20

Fuente: Investigacion Experimental UTPL
Elaborado por: El Autor.

3.4. Elaboracion del queso fresco
Utilizando el procedimiento descrito en la seccion 2.2 se logré elaborar queso fresco sin
pasteurizar. El queso presentd una consistencia caracteristica cremosa y semidura, fue de color

blanco y con olor caracteristico. Quesos aun en su molde pueden ser vistos en la figura 13. La
muestra de queso sin aceite esencial se denomind BLOO (Tabla 8).
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Figura 13. Muestras de queso fresco sin pasteurizar con AE de O. vulgare
Fuente: Investigacion Experimental
Elaborado por: El Autor

3.4.1 Muestras de queso fresco con aceite esencial.

En la tabla 8 se detallan las 8 muestras de queso elaboradas, una sin aceite esencial y las otras
7 con diferentes porcentajes de aceite de orégano. Todas las muestras tuvieron la misma
apariencia, consistencia y color, solo diferenciandose por la intensidad del olor.

Tabla 8. Muestras de queso fresco.

BLOO Queso con 0 % de AE de O. vulgare

AO02 Queso con 0,2 % de AE de O. vulgare
AO04 Queso con 0,4 % de AE de O. vulgare
AO06 Queso con 0,6 % de AE de O. vulgare
AO08 Queso con 0,8 % de AE de O. vulgare
AO1 Queso con 1,0 % de AE de O. vulgare
AO2 Queso con 2,0 % de AE de O. vulgare
AO3 Queso con 3,0 % de AE de O. vulgare

Fuente: Investigacion Experimental UTPL
Elaborado por: El Autor

3.4.2 Vida util del queso fresco.

Para determinar la vida util las muestras de queso, estas fueron almacenadas a temperatura
ambiente, 27 °C en Machala provincia de El Oro, y en refrigeracion 4 °C. También se utilizé un

blanco como muestra comparativa.
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Sugestivamente la muestra AO06 (0,6 % AE) almacenada al ambiente duro (vida util) 4 dias, en
este tiempo esta muestra perdié sus propiedades, el color se torné amarillento y su consistencia
cremosa, también aparecieron manchas de moho. La muestra BLOO (blanco) tuvo una vida util
de 3 dias al ambiente, al igual que la muestra AO04 (0,4 % AE). En la figura 14 se puede observar

la muestra BLOO al dia 1.

Figura 14. Muestra BL0OO dia 1 almacenamiento en ambiente.
Fuente: Investigacion Experimental
Elaborado por: El Autor

En la figura 15 se puede observar la muestra BLOO a los 3 dias de almacenamiento en ambiente,
la cual ha cambiado sus propiedades (aspecto), considerdndola que no es apta para el consumo
(moho en la superficie).

Figura 15. Muestra BLOO dia 3 almacenamiento en ambiente.
Fuente: Investigacion Experimental
Elaborado por: El Autor

Las muestras AO08, AO1, AO2 fueron puestas a temperatura en ambiente con el objetivo de
evaluar la prolongacién de vida util que este posee, y a la vez conocer el efecto del AE que tiene

sobre el alimento (queso fresco), figura 16.

30



Figura 16. Muestra AO1 dia 1 almacenada al ambiente.

Fuente: Investigacion Experimental

Elaborado por: El Autor

Al ambiente la muestra AO08 cambio sus propiedades a los 5 dias. La muestras AO1 y AO2
duraron hasta el dia 6. En la figura 17 se observa la muestra AO1 a los 6 dias, a este tiempo esta
muestra perdié sus propiedades en consideracion del color y olor, tomando un color amarillento,

olor acido y pequefias manchas de color blanco (moho).

/

Figura 17. Muestra AO1 dia 6 almacenada al ambiente.

Fuente: Investigacion Experimental

Elaborado por: El Autor

De igual manera las muestras BLOO y AO04, AO06, AO08, almacenadas en temperaturas de
refrigeracion (4 °C) envasado en fundas ziploc, presentaron una mejor estudio de vida util, debido
a que el medio en refrigeracién ayuda con la conservaciéon de las muestras, tal y como lo reporta
la muestras BLOO (6 dias), AO04 (7 dias), AO06 (8 dias) y AO08 (9 dias), esto se debe a que los
productos lacteos y sus derivado tienen que ser almacenados en estas temperaturas, con la
importancia de evitar la proliferacién de microorganismos patdgenos para el producto y para la

salud. Por tal virtud, el queso fresco en refrigeracion, presenté una mayor vida util, conforme a
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todas sus concentraciones antes ya mencionadas, a diferencia de las muestras en ambiente

(Figura 18)

Figura 18. Muestra AO1 dia 1 Almacenamiento en refrigeracién.
Fuente: Investigacion Experimental.
Elaborado por: El Autor.
En refrigeracion la muestra AO1 y AO2 cambiaron sus propiedades fisicas a los 10 dias. Estas
muestras duraron estos dias debido al aumento de concentracion de AE que se le agrego6 al

qgueso fresco, el cual al llegar al Gltimo dia de vida (til, se presentaron pequefias manchas blancas

(moho), Figura 19.

Figura 19. Muestra AO1 dia 10 almacenamiento en refrigeracion.
Fuente: Investigacion Experimental.
Elaborado por: El Autor
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3.4.3. Determinacion fisicoquimica del queso fresco con aceite esencial de

Origanum vulgare.

El pH Yy la acidez titulable del queso fresco son uno de los pardmetros mas importantes a controlar,
debido a que son alimentos procesados caracteristicos del Ecuador, en el cual influye
notablemente la calida fisicoquimica del producto. Se planted estos parametros para verificar si
el AE de O. vulgare influye notablemente en la composicion quimica del producto. En la tabla 9
se puede observar la acidez y el pH a los dias 1, 8 y 12. Con el paso de los dias la acidez
disminuye y el pH se mantiene. La NTE INEN 10:2012 reporta los valores de acidez (0,13 - 0,18
% 4&cido lactico) en la materia prima principal del queso (leche), pero Torrealba, y otros, 2018,
reportan valores similares en queso fresco, el cual indica que no existe mucha diferencia entre

los resultados que muestra la tabla 9.

Tabla 9. Acidez Titulable y pH en el queso fresco con AE

DIAS MUESTRAS ACIDEZ pH
BLOO 5,67+0,58 6,38+0,02
1 AO04 30,00+0,00  6,30+0,02
AO06 29,00+0,00 6,22+0,01
AO08 19,50+0,71  6,33+0,01
BLOO 0,27+0,06 6,54+0,04
8 AO04 2,33+0,58 6,50+0,02
AO06 2,67+0,58 6,51+0,02
ATO8 2,00+0,00 6,49+0,01
BLOO 0,25+0,05 6,55+0,03
12 AO04 2,43+0,51 6,62+0,02
AO06 1,87+0,48 6,58+0,02
AO08 0,65+0,06 6,63+0,01

Fuente: Investigacion Experimental UTPL
Elaborado por: El autor

Los resultados del andlisis estadistico de ANOVA de un factor con un nivel de significancia 0.05
obtenidos, determinaron que existe diferencia significativa (sig.= <0.05) para los pardmetros de
acidez y pH del queso fresco con AE de orégano que fueron evaluados en diferentes dias y con
concentraciones distintas. Por tal razén, se realizdé una prueba post Hoc y se observé que en el
test de Tukey entre las concentraciones de 0y 0,4 si existe un pequefa similitud entre los datos,

a diferencia del resto de subgrupos.
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3.5. Andlisis sensorial del queso fresco con adicion de aceite esencial de Origanum vulgare

El andlisis sensorial se lo realiz6 a los 9 dias después de su estudio de vida Gtil con la muestra
AO0O08, que fue la muestra que presentd una vida util mas prolongada, y con la muestra BLOO
conservadas en refrigeracién, para éste andlisis sensorial se plante6 una escala heddnica tal y
como se puede apreciar en la tabla 10, el andlisis se realizé con 28 jueces semi entrenados. Para
el analisis se procedio a codificar las muestras a ser evaluadas como 4576 la muestra AOO8 y

como 3476 la muestra BLOO.

Tabla 10. Andlisis sensorial en el queso fresco con adicion de AE de O. vulgare

PARAMETRO COLOR OLOR
4576 3476 4576 3476
Me gusta 0 1 0 0
muchisimo
Me gusta mucho 5 8 4 4
Me gusta 7 3
moderadamente 11
Me gusta poco 7 4 7
No me gusta ni 4 7
me disgusta 4 2
Me disgusta
poco 1 2 1 4
Me disgusta 1 5
moderadamente 0 4
Me disgusta 1 5
mucho 0 2
Me disgusta 0 0
muchisimo 0 0

Fuente: Investigacion Experimental UTPL
Elaborado por: El autor.

En ambas muestras se evidencia el nUmero de panelistas que evaluaron las muestras, y se puede
observar que el mayor nimero de panelistas que eligieron las muestras en base a su preferencia
fueron: 11 catadores les gusta moderadamente (39%) en el color, y 8 (28%) en el olor, en base
a la muestra 4576 (AOO08). Miestras que 8 catadores les gusta mucho (28%) en el colory 7 les
gusta moderadamente (25%) en el olor, en referencia a la muestra 3476. Se planteo estos dos
tipos de parametros (Color-Olor), debido a que el queso fresco fue elaborado sin pasteurizar, por
tal razon los panelistas no podian ser expuestos algun tipo de problema microbiolégico. Estos
resultados fueron sometidos a un analisis estadistico con una prueba de ANOVA bifactorial,
dando como resultado una diferencia significativa (sig=<0.05) en ambas muestras y cada

parametro, conforme lo estableci6 la prueba post hoc.
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BLOO (3476) - Color

= Me gusta mucho = Me gusta moderadamente
= Me gusta poco No me gusta ni me disgusta
= Me disgusta poco = Me disgusta moderadamente

= Me disgusta mucho

Figura 20. Evaluacién sensorial del color del queso fresco muestra BLOO (3476).
Fuente: Investigacion Experimental
Elaborado por: El Autor.

Como se puede apreciar en la figura 20, la evaluacion sensorial realizada a los jueces semi
entrenados, un 28 % reportd que le gusta mucho, otros 25 % les gusta moderadamente, 14 % les
gusta poco, y otros 14 % no les gusta ni les disgusta, para la muestra BLOO (3476).

BLOO (3476) - Olor

= Me gusta mucho = Me gusta moderadamente = Me gusta poco
No me gusta ni me disgusta = Me disgusta poco = Me disgusta moderadamente

= Me disgusta mucho

Figura 21. Evaluacién sensorial del olor del queso fresco muestra BLOO (3476).
Fuente: Investigacion Experimental
Elaborado por: El Autor.
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Mientras que para el olor en la misma muestra BLOO (3476), se observa en la figura 21, que del
100 % de los jueces semi entrenados, un 25 % les gusta poco y otros 25 % no les gusta ni les
disgusta, dejando asi a un 14 % que les gusta mucho, y otros 14 % que les disgusta poco.

AOO08 (4576) - Color

B Me gusta mucho B Me gusta moderadamente B Me gusta poco

No me gusta ni me disgusta B Me disgusta poco

Figura 22. Evaluacién sensorial del color del queso fresco muestra AO08 (4576).
Fuente: Investigacion Experimental
Elaborado por: El Autor.

La figura 22 detalla que del 100 % de los jueces semi entrenados, sélo un 39 % deciden que les
gusta moderadamente, otro 25 % les gusta poco y un 17 % les gusta mucho, dejando asi a un 14

% que no les gusta ni les disgusta la muestra AO08 (4576).
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AOO08 (4576) - Olor

= Me gusta mucho = Me gusta moderadamente = Me gusta poco
No me gusta ni me disgusta = Me disgusta poco = Me disgusta moderadamente

= Me disgusta mucho

Figura 23. Evaluacion sensorial del olor del queso fresco muestra AO08 (4576).
Fuente: Investigacion Experimental
Elaborado por: El Autor.

Para el mismo atributo, la muestra AO08 (4576), los jueces semi entrenados detallan que solo un
25 % les gusta moderadamente otros 25 % les gusta poco, mientras que un 14 % les gusta
mucho, tal y como se lo puede apreciar en la figura 23.

3.6. Estudio microbiolégico del queso fresco con adiciéon de aceite esencial de Origanum

vulgare.

Para el estudio microbioldgico se realizé la siembra microbiolégica con una dilucién de 10 uL
con concentraciones de 0.4, 0.6, 0.8 mL aceite esencial/kg queso fresco, los resultados se los
puede observar en la tabla 11.

Tabla 11. Andlisis de Coliformes en queso fresco con adicion de AE de O. vulgare

DIA DIA DIA REDUCCION REDUCCION

MUESTRAS 1 8 12 DIA 1AL 8 DIA 1 AL 12
log10 UFC/G
BLOO MNPC(-) 4,82 2,77 4,82 2,05
AO04 5,21 2,83 1,65 2,38 3,56
AO06 5,20 4,36 1,33 0,84 3,87
AOO08 5,22 4,82 1,63 0,40 3,59

MNPC: Muy numeroso para contar

Fuente: Investigacion Experimental UTPL
Elaborado por: El autor
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La muestra AOO08 reportd6 un valor de reduccion de 3,59 del dia 1 al 12 en el estudio
microbioldgico, pero cabe mencionas que la muestra BLOO al inicio reportd MNPC (muy humeroso
para contar), pero fue disminuyendo conforme iban transcurriendo los dias en almacenamiento
es decir del dia 1 (MNPC) al dia 12 (2,52). Para conocer si existe diferencia significativa entre las
muestras, los resultados fueron sometidos a un andlisis estadistico con una prueba de ANOVA
bifactorial, obteniendo una diferencia significativa <0.05 en todas muestras, tal y como lo

demostrd la prueba post hoc.

Tabla 12. Andlisis de E.coli en queso fresco con adicién de AE de O. vulgare.

DIA DIA REDUCCION

MUESTRAS 1 8 DIA1AL S8
log10 UFC/G
BLOO 1,0 0,89 0,11
AO2 0,79 0,63 0,16

Fuente: Investigacion Experimental UTPL
Elaborado por: El autor

En la tabla 12, se aprecia el andlisis microbiol6gico para E. coli, el cual reporté que para la
concentracion de la muestra AO2, una reduccion de 0,16 del dia 1 al 8; se realiz6 el analisis
microbioldgico hasta el dia 8, para conocer de manera inmediata la reduccion logaritmica que
presenta la muestra con esta concentracion, a diferencia de la muestra BLOO que reportdé una
reduccién de 0,11 en los dias de estudio. Se aumento la concentracion de AE de O. vulgare, con
la finalidad de conocer si la concentracion de aceite esencial influye notablemente en el estudio
de vida util, inhibiendo a los microorganimos patdgenos como el E.coli, los cuales, segun la NTE

INEN 1528:2012 determina un limite maximo permisible de 10.

Tabla 13. Andlisis de Aerobios en queso fresco con adicion de AE de O. vulgare.

DIA DIA REDUCCION

log10 UFC/G
BLOO 2,17 1,47 0,70
AO2 1,60 0,48 1,12

Fuente: Investigacion Experimental UTPL
Elaborado por: El autor

La tabla 13, reporta una reduccion logaritmica de 1,12 entre los dias 1 y 8, para la muestra AO2,
un valor considerablemente alto (1,12) en la reduccion de la carga microbiana del dia 1 al 8, a
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diferencia de la muestra BLOO (0,70); esto se debe a que el AE de O. vulgare actia como agente
antimicrobiologico, inhibiendo el desarrollo de éste tipo de microorganismos presentes en las

muestras de queso fresco, segun lo reportan otros autores ya mencionados (Figura 20).

Los resultados obtenidos en la siembra microbiologica para las muestras ya antes mencionadas
en cada una de las tablas, reportaron valores bajos a las concentraciones de AE bajo, la carga
microbioldgica tanto para Coliformes, Aerobios y E.coli, fueron elevadas en cada una de las
muestras de queso fresco sin pasteurizar. Por tal virtud se decidié aumentar la concentracion de
AE de O. vulgare. Asensio, 2013 argumenta que el aceite esencial de orégano es un buen agente
antimicrobiano, el cual tienen una gran actividad sobre las bacterias gram negativas, tanto contra
E. coli, Coliformes, Aerobios, siempre y cuando se trabaje con concentraciones mas altas, para

determinar el efecto que éste tiene sobre el queso fresco.

De igual manera, una de las razones muy importantes en como el efecto del AE no actuaba en la
forma o manera como se esperaba, se debia a que la materia prima principal “leche”, reduce su
capacidad inhibidora, de modo que la efectividad disminuye con respecto al medio de cultivo, tal
y como lo define Larrosa Moreno, 2015. La presencia de grasa reduce la efectividad
antimicrobiana, antifingica y por eso recomienda que los analisis se lo realicen con leche

desnatada, dando un mejor resultado a diferencia de la leche entera.

3.6.1. Actividad antimicrobiana en el aceite esencial de orégano. Prueba de difusién
por disco.

Como se pudo observar anteriormente en la figura 10; para la prueba de difusién, se obtuvo un
halo de inhibicién muy reducido de menos de 1 mm para el aceite de orégano y 1,5mm para el
blanco positivo (Cloro). Pudiendo observar que existe efecto antimicrobiano negativo del aceite
esencial de orégano contra la bacteria E.coli con una concentracion de 0,4 uL. Mientras que para
S. aureus, no hubo halo de inhibicién, dando como resultado negativo al efecto antimicrobiano en
las concentraciones aplicadas; se podria aumentar la concentracion para conocer si el efecto

depende de las concentraciones de aceite esencial.
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CONCLUSIONES

Dentro de los parametros analizados en el aceite esencial de Origanum vulgare se
obtuvieron valores similares en base a bibliografia establecida sobre la misma especie,
los cuales fueron; para el rendimiento 0,43, la densidad relativa fue de 0,9157 g/cm?, el
indice de refraccion fue de 1,4817 y la rotacion éptica fue de +18,34.

Dentro del perfil cromatogréfico, se pudieron identificar 35 compuestos, de los cuales 32
compuestos estan presentes en ambas columnas. En la columna no polar DB5-MS, se
identificaron 30 compuestos correspondiente al 85,71 %, mientras que mientras que en
la columna polar HP-INNOWAX MS se identificaron 32 compuestos correspondiente al
91,42 %.

Los compuestos mayoritarios en el aceite de orégano fueron el Thymol 21,41%, y-
Terpinene 17,57%, Terpinolene 13,84%, (Z)-f Ocimene 15,66%.

Para el analisis de vida util, las muestras de queso fresco con aceite esencial tuvieron una
duracién de: BLOO - 3 dias, AO04 - 3 dias, AOO06 - 4 dias, AOO8 - 5 dias, AOl - 6 dias y
AO?2 - 6 dias, almacenadas respectivamente en temperatura ambiente de 27 °C.

Las muestras almacenadas en refrigeracion de 4 °C, tuvieron una prolongacion de vida
atil de: BLOO - 6 dias, AO04 - 7 dias, AOQ06 - 8 dias, AO08 - 9 dias, AO1 - 10 dias y AO2
- 10 dias respectivamente.

El aceite esencial de O. vulgare presenté poca actividad antimicrobiana frente a
Coliformes y E. coli. Debido a que la grasa que posee la leche, inhibe la capacidad que

accion que éste posee ante los microorganismos.
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RECOMENDACIONES

Para la extraccion del aceite esencial, seria de preferencia y de aprovechamiento utilizar
el orégano totalmente seco, debido al que el fresco o0 himedo, contiene en su composicion
agua, lo que genera una pérdida o rendimiento bajo.

Se recomienda identificar la actividad biolégica del aceite esencial, porque puede ser un
agente inhibitorio de otros microorganismos peligrosos para sector alimenticio.

Seria muy interesante hacer una prueba con un queso fresco, el cual haya sido elaborado
con leche descremada, debido a que la grasa que esta posee, inhibe la acciéon
antimicrobiana que el aceite esencial de O. vulgare tiene, tal y como lo definen en ciertas
investigaciones.

Es recomendable eliminar todo el suero que el queso fresco emane en el producto
terminado, puesto que este, ayuda al desarrollo de mohos y levaduras, interrumpiendo asi

el poder de accion del aceite esencial de O. vulgare.
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ANEXOS
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ANEXO 1. Proceso de elaboracién del queso fresco artesanal con aceite esencial de O.
vulgare.

Filtrado

Adicién de cuajo Cortado

Desuerado
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ST L

Mezclado

Moldeado

Empacado

Almacenamiento
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ANEXO 2. Hoja de evaluacion sensorial

EVALUACION SENSORIAL DE QUESO FRESCO DE MESA

NOMBRE: FECHA:

A continuacién, se presentan dos muestras de queso fresco que estin codificadas. Indique su nivel de agrado en las caracteristicas que se solicitan,

MUESTRA: 4576 OLOR MUESTRA: 3476 COLOR OLOR

Me gusta muchisimo Me gusta muchisimo

Me gusta mucho Me gusta mucho

Me gusta moderadamente Me gusta moderadamente

Me gusta poco Me gusta poco

No me gusta ni me disgusta No me gusta ni me disgusta

Me disgusta poco Me disgusta poco

Me disgusta moderadamente Me disgusta moderadamente

Me disgusta mucho Me disgusta mucho

Me disgusta muchisimo Me disgusta muchisimo
¢ Cudl de las DOS muestras le gustd mas el COLOR? ¢Cudl de las DOS muestras le gusté més el OLOR?
¢Por qué? ¢Por qué?

OBSERVACIONES: OBSERVACIONES:

MUCHAS GRACIAS POR SU COLABORACION
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