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RESUMEN EJECUTIVO Y PALABRAS CLAVES

En el Ecuador por cultura se consume el queso de vaca fresco, pero este a su vez es un caldo
de cultivo ideal para bacterias que pueden poner en riesgo la salud del consumidor, por lo
que resulta necesario encontrar la forma de evitar su descomposicién, de ahi la importancia
del estudio del aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. por su propiedad antioxidante y
antibacteriana que permite utilizarlo como anti oxidante natural para el queso fresco. Para
lo cual se prepard queso fresco de vaca al cual se le adiciond diferentes dosis de-desis de
aceite esencial R. officinalis las cuales fueron segun el tratamiento, dosis Al: 0,05% de
aceite esencial de R. officinalis; dosis A2: 0.10% de aceite esencial de R. officinalis ; dosis
A3: 0,15% de aceite esencial de R. officinalis Ademas, se elaboré un tratamiento de queso
fresco sin aceite de R. officinalis, el cual fue el testigo (T), y se realizaron los andlisis de
presencia de Escherichia coli, coliformes totales y Staphylococcus aureus, ademas de las
prueba de actividad anti oxidante (FRAP). De los ensayos realizados se pudo evidenciar
que en las tres dosis, el aceite esencial tiene un efecto ligeramente inhibidor de bacterias en
especial S. aureus a los ocho dias de evaluacion, ademas, se comprob6 que existe una
relacion marcada entre dosis de aceite esencial y tiempo en el conteo de bacterias. Por
ultimo, se demostrd que existe una baja actividad antioxidante con respecto al testigo,
siendo el tratamiento A3 con dosis de aceite esencias de R. officinalis de 0,15% la que mejor
resultado tuvo a lo largo del ensayo.

Palabras Clave: Aceite esencial - R. officinalis - Queso fresco — Microbiolégico —

Antioxidante.
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ABSTRACT AND KEYWORDS

In Ecuador, by culture, fresh cow's cheese is consumed, but this in turn is an ideal breeding
ground for bacteria that can put the health of the consumer at risk, so it is necessary to find
a way to avoid its decomposition. there the importance of the study of essential oil of
Rosmarinus officinalis L. for its antioxidant and antibacterial property that allows to use it
as a natural antioxidant for fresh cheese. For which fresh cow's cheese was prepared to
which different dose doses of essential oil R. officinalis were added, which were according
to the treatment dose Al: 0.05% of essential oil of R. officinalis; A2 dose: 0.10% essential
oil of R. officinalis; A3 dose: 0.15% essential oil of R. officinalis. In addition, a fresh cheese
treatment without oil of R. officinalis was elaborated. It was the control (T), performing the
analysis of the presence of Escherichia coli, total coliforms and Staphylococcus aureus, in
addition to the anti-oxidant activity test (FRAP) in which it was possible to demonstrate
that in the three doses has a slightly inhibitory effect of bacteria, especially S. aureus, after
eight days of evaluation, it was also found that there is a relationship. Finally, it was
demonstrated that there is a low antioxidant activity with respect to the control, with A3

treatment with oil doses of R. officinalis 0,15%, which had the best result.

KEYWORDS: Essential oil - R. officinalis - Fresh cheese - Microbiological — anti
oxidative
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CAPITULO I. INTRODUCCION

La calidad, la seguridad, la soberania alimentaria y la proteccidn del ambiente, tienen
su principio en la Agroecologia, llevando cada vez mas a la utilizacion de alimentos sin
conservantes sintéticos ya que la contaminacion microbioldgica es en la actualidad un riesgo
para la salud, debido a la resistencia de algunos gérmenes a los antibidticos convencionales y
a los conservantes sintéticos desgastados en la industria alimentaria, que en cuantiosos
informes son refutados como responsables de ser cancerigenos y teratogénicos por su toxicidad
residual. Por esta razon, ha aumentado la orientacion al aprovechamiento de conservantes
naturales, que han alcanzado a constituir una solucion promisoria como fuente de sustancias

con actividad antimicrobiana (Santos, 2000).

El queso fresco es muy tradicional en el Ecuador y enormemente consumido en todas sus
regiones por la gran facilidad de encontrarlo en tiendas de abasto y mercados, pero por su alta
cantidad de humedad lo hace tener una vida limitada en anaquel, a su vez, la presencia de &cidos
grasos que entran en contacto con la luminosidad del entorno y el oxigeno hacen que sea un
medio idoneo para el desarrollo de microrganismos ademas de que rapidamente se pierdan las
caracteristicas propias del alimento volviéndose desagradable al olfato y al gusto a los pocos

dias de su elaboracion (Gutiérrez y Morales, 2015).

Entre los productos sintéticos utilizadas para el control de grasas y aceites, estan los
antioxidantes que cuando estan presentes en los productos procesados en concentraciones bajas
comparadas con las de un sustrato oxidable, retardan o previenen la oxidacion de dicho
producto. Los antioxidantes sintéticos se estan restringiendo puesto que se ha comprobado a
través de estudios toxicoldgicos que, en animales, causan conflictos a la sanidad; de modo que
su aplicacion esta sujeto a las normas oficiales de cada pais, ademas de la Agencia del Gobierno
de los Estados Unidos encargada de la administracion de alimentos y medicamentos con sus
siglas en inglés FDA. Una de las lineas actuales de investigacion es conseguir antioxidantes
naturales que permitan disminuir el consumo de productos fabricados y garanticen la nulidad

de problemas sanitarios (Rodriguez, 2015).

El uso de los aceites esenciales ha tomado un papel importante en la conservacion de alimentos,

porgue muchas veces la mezcla de componentes terpénicos, presentan algin tipo de actividad



frente a bacterias comunes. Por tal motivo, resulta necesario encontrar compuestos que tengan
efectos antioxidantes para evitar el constante consumo de conservantes quimicos que, a pesar
de todos los estudios realizados estan latentes los posibles perjuicios que pueden ocasionar a la
salud de los consumidores y al no ser utilizados en cambio limita la eficiencia y el tiempo de
vida util de los alimentos; por lo cual es necesario el estudio de aceites esenciales que con
alguna capacidad antioxidante y con un uso correcto, ayudarian al incremento de la vida util
de los alimentos, manteniendo su calidad nutritiva y mejorando su vida en percha. Solo el
descubrimiento y desarrollo continuo de nuevos productos y nuevas aplicaciones de los aceites

esenciales ayudara a mantener una produccién estable y un consumidor sano (Look, 1999).

Se debe tener presente que Rosmarinus officinalis L, es una planta rica en metabolitos activos
como é&cidos fenolicos, flavonoides, aceites esenciales, acidos triterpénicos y alcoholes
triterpénicos. En las investigaciones de Morales (2014) explotar la riqueza natural en relacién
a la produccion de especias de origen vegetal impulsando al procesamiento de materias primas
en la extraccion de anti oxidantes desde el aceite esencial, permitiria crear un valor afiadido al
R. officinalis, y por lo tanto su aprovechamiento industrial, ademés, ayudaria a disminuir la
importacion de aditivos alimentarios y generaria una participacion activa de la gente en el
fortalecimiento de la soberania alimentaria por medio de la rehabilitacion de los cultivos
ancestrales andinos en la actualidad explotados. Asi se favorecen las familias campesinas de las
comunidades de Ecuador que cultivan romero solamente como planta medicinal y la industria
gue necesita aditivos alimentarios que controlen la oxidacion de grasas y que estén permitidos
por los organismos pertinentes; ademas, del cliente final, que consigue productos con
antioxidantes naturales que no representen un compromiso para su salud. El fin de este estudio
radica en elaborar el queso fresco con la adicion en diferentes dosis del aceite esencial de R.
officinalis, con el propdsito de prolongar su periodo de vida atil puesto que esta comprobado
que el aceite de romero tiene una propiedad anti oxidante que ayudaria a que el queso fresco

mantenga sus propiedades organolépticas a lo largo de muchisimo mas tiempo (Harris, 2003).



1.1. Problema Cientifico

¢ Poseerd el queso fresco de vaca con el aceite esencial de R. officinalis mayor resistencia a la

contaminacion microbiana y a la oxidacion?
1.2. Hipotesis de la investigacion

El queso fresco de vaca con el aceite esencial de R. officinalis mantendra mayor cantidad de
compuestos antioxidantes y menor presencia de bacterias que un queso fresco sin el aceite

esencial.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Evaluar la conservacion de queso fresco de vaca con aceite esencial de R. officinalis,

1.3.2. Objetivos especificos
1) Analizar la actividad antioxidante del queso fresco con la adicion de aceite esencial de R.
officinalis, en diferentes dosis (0,05; 0,10; 0,15 %) en funcién del tiempo.
2) Evaluar las caracteristicas microbioldgicas del queso fresco con el aceite esencial de R.
officinalis, en refrigeracion durante 16 dias.
3) Determinar la mejor dosis de aceite esencial de R. officinalis, que ayude a conservar de mejor

manera el queso fresco de vaca.



CAPITULO II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. FUNDAMENTACION TEORICA DE LA
INVESTIGACION

2.1.1. Rosmarinus officinalis L.

Generalidades

El R. officinalis es una planta aromatica popular y usada desde la antigiiedad como condimento
y con objetivos medicinales. Es una clase divulgada extensamente en Europa (Espafia, Italia); se
puede corroborar las bondades en la culinaria y medicina. En el Ecuador ha encontrado su
habitad en los valles interandinos de las zonas del sur de nuestra Provincia. Se pudo comprobar
que esta clase forma parte del que llevar a cabo familiar en el jardin de casa, bajo diferentes
maneras de cultivo. Esta clase nacié en los paises de la cuenca del mediterraneo, sur de Europa
y norte de Africa, donde crece en zonas costeras y pedregosas de clima himedo, (Fernandez,
2008).

Segun (Villiera, 2002) menciona que “la planta de romero ha tenido un peso importante a lo
largo de la historia de la humanidad debido a las propiedades que se le han atribuido en diversas

culturas”.

“Un ejemplo es en los restos hallados en la primera dinastia faradnica, donde se solian colocar
ramilletes de romero en las tumbas con la finalidad de perfumar el viaje hacia el pais de los
muertos” (De Rivera y Obon 1995).

Por lo que, griegos y romanos creian que el romero era la planta de la regeneracién, creian que
el romero simbolizaba el amor y la muerte, apareciendo desde entonces esta planta en bodas y
funerales, como simbolo manifiesto de amor duradero y que ese vinculo jamé&s se romperia
(Erkan N, et, al 2008).

Hoy se emplea como planta digestiva y su utilizacion es por via externa, como rubefaciente. Sin
embargo, hay estudios que demuestran otras propiedades terapéuticas que pueden resultar

interesantes.



Descripcion botanica
La planta de R. officinalis fue identificada por Lineo en 1753, la clasificacion taxondmica de las
muestras de romero utilizadas, realizada en el Museo de Historia Natural de la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos, es la siguiente:

Division: Angiospermae
Clase: Dicotyledonea
Sub Clase: Sympetaleae
Orden: Tubiflorae
Familia: Lamiaceae
Género: Rosmarinus
Especie: Officinalis
Nombre comdn: “Romero”

(Sanchez, 1980) Tradicionalmente se ha creido que la palabra Rosmarinus deriva de dos
vocablos griegos rhos, arbusto y myrinos, aromatico, los cuales concuerdan perfectamente con
las caracteristicas de la planta (Morales, 2014), por lo que se desprende que el origen de la palabra

officinalis, hace referencia a su aplicacién como planta medicinal (Font Quer, 1999).

Principales compuestos del R. Officinalis.

En la planta se han identificado diversos compuestos quimicos los cuales han sido agrupados de
manera general por diversos autores en &cidos fendlicos, flavonoides, aceite esencial, acidos

triterpénicos y alcoholes triterpénicos. (Caribe & Campos, 1991).

De manera general las principales moléculas que se han identificado en el romero son las

siguientes:

Carnosol, el &cido carnosico, el acido rosmarinico, ademas se registra también la presencia en
menor cuantia de terpenoides como el &cido oleanico, acido oleandlico, acido acetiloleandlico,
acido ursolico y acido acetilursélico (triterpenos), rosmaridienol, 7-metoxirosmarol, o y f-
amirenoma., ademas la presencia de Flavonoides: apigenia, diosmetina, diosmina, hispidulina,

luteolina, cirsimarina, nepritina, sinensetina, cupafolina. También la presencia de &cidos



fendlicos como el cafeico, clorogenico, labiatico, neoclorogénico y alcoholes triterpénicos (o y

[B-amirina, betul6sido). (Martinello y Pramparo, 2005)

Actividad bioldgica del aceite esencial de R. Officinalis.

En algunos estudios in vitro se ha demostrado que el &cido carndsico podria ser el componente
antioxidante mas activo, con una actividad tres veces superior al carnosol y siete veces superior
que otros componentes sintéticos como el hidroxitolueno butilado e hidroxianisol butilado
(Cuvelier et al., 1996). Otros estudios in vitro indican que uno de los compuestos mas importante

para la actividad antioxidante seria el &cido rosmarinico (Thorsen et al., 2003).

Segun (Pérez et al., 2010), han publicado que “los &cidos rosmarinico, carndsico y carnosol,
serian los responsables de la actividad antioxidante de los extractos de hojas de romero”. Sin
embargo, otra investigacion afirma que “la mayor actividad biologia se alcanza al estudiar el
extracto total de la planta, que podria tener un efecto de sinergismo entre todos componentes que
forman los extractos de romero (Erkan et al., 2008).

Actividad antioxidante del aceite esencial del aceite esencial de R. Officinalis.

Los antioxidantes son una formulacion de elementos o sistemas que retrasan la auto oxidacion
inhibiendo la formacion de radicales libres o interrumpiendo la propagacion del radical libre por
uno 0 NUMerosos mecanismos, se han realizado distintos estudios de la actividad antioxidante
del romero, algunos de estos han afirmado que esta planta podria tener potencial como un
antioxidante proveniente de la naturaleza (Cuvelier et al., 1996).

Los compuestos antioxidantes naturales son una opcion dado que sus propiedades fendlicas y
otros elementos activos que tienen la posibilidad de impedir eficazmente la iniciacion o
propagacion de las reacciones de oxidacién. Los subproductos del romero tienen caracteristicas
antioxidantes mas fuertes que algunos antioxidantes sintéticos como el butil hidroxitolueno y El
butilhidroxianisol (Kumar et al., 2015).

(Erkan et al., 2008) evaluaron la actividad antioxidante de 3 compuestos puros del romero (acido
carnosico, acido rosmarinico y sesamol), aceite esencial de R. Officinalis y aceite esencial de

semilla negra, obteniendo como resultado que el aceite esencial de R. Officinalis presenta mayor

6



actividad antioxidante que los compuestos puros y que el aceite de semilla negra, este resultado

es atribuido al alto contenido fendlico del romero.

(Lin-Chen et al., 2006) en sus investigaciones realizaron un estudio sobre la actividad
antioxidante de 23 plantas comestibles sometidas a digestion, uno de los materiales a analizar
fue el aceite esencial de R. Officinalis. Los resultados obtenidos reflejan que el mencionado
vegetal puede ser considerado como un bastion muy accesible de sustancias con antioxidantes
de origen natural, con lo cual se prevendria posibles dafios causados por el estrés oxidativo tales

como dafios cardiovasculares y diabetes mellitus.

2.1.2. Aceites Esenciales (AES)

Generalidades

Los aceites esenciales son compuestos liquidos de ata viscosidad obtenida de diferentes partes
de los vegetales, primordialmente de las partes suculentas, son mezclas complicadas de ésteres,
aldehidos, cetonas y terpenos. Ademas, son compuestos olorosos, muy solubles en alcohol y
poco solubles en agua. Estos compuestos son fundamentalmente derivados de plantas, son
populares por su actividad antimicrobiana contra un extenso rango de bacterias y hongos. Son
mezclas de elementos volatiles producto del metabolismo secundario de las plantas en cuya
estructura interviene una parte de hidrocarburos de la serie polimetilénica del grupo de los
terpenos, adjuntado con otros compuestos la mayoria de las veces oxigenados (alcoholes, ésteres,
éteres, aldehidos y compuestos fendlicos) que son los que emiten a los aceites el perfume que
los caracteriza. Estas fracciones liquidas volatiles, por lo general destilables por arrastre con
vapor de agua, tienen dentro las sustancias causantes del aroma de las plantas y cobran
importancia en la industria cosmética (perfumes y aromatizantes), de comestibles (condimentos
y saborizantes) y farmacéutica (Garcia, et al., 2010). Por lo que Rodriguez, Alcaraz y Meléndez,
(2012) definen a los aceites esenciales es la mescla de diferentes moléculas como hidrocarburos,
terpenos, alcoholes, compuestos carbonilicos, aldehidos aromaticos y fenoles y se encuentran en
hojas, cascaras o semillas de algunas plantas. La mayoria de aceites esenciales tienen una
caracteristica agradable al olfato, pero en una menor cantidad existen aceites esenciales con
caracteristicas astringentes como el ajo y la cebolla que no generan gusto, pero tienen altas

propiedades a desarrollar.



Extraccion de los aceites esenciales
Los aceites esenciales son extraidos de material vegetal por varias metodologias, pero entre los
principales tenemos extraccion, destilacion con vapor de agua, extraccion con solventes

volatiles, enflorado y con fluidos supercriticos (Rodriguez, et al., 2012).

Extraccion por arrastre de vapor

Los aceites esenciales que derivan de las plantas aromaticas se obtienen tipicamente por arrastre
de vapor, es un proceso simple, clasico y relativamente barato en el cual los aceites esenciales
son extraidos de la planta por una corriente del vapor de agua y entonces ambas fases se separan

facilmente por la diferencia de densidades (Look de Ugaz, 1999).

El método de extraccion por arrastre de vapor por excelencia lo constituye "La destilacion". Este
consiste en poner la parte vegetal a utilizar en un recipiente, mientras es calentada agua debajo
del mismo. El vapor circula a traves del recipiente, junto con el aceite esencial, que se torna en
estado gaseoso. En la tapa o cuello de cisne se recolecta el vapor y es enviado hacia una espiral
refrigerada con agua corriente. El vapor es condensado y la mezcla de agua y aceites se separa
naturalmente por decantacion. (Lok de Ugaz, 1999). Los principales métodos extractivos
empleados a escala industrial para las esencias mas comunes, se basa en arrastre del aceite

esencial contenido en la planta con vapor de agua (Martinez y Naranjo, 2004).

Para extraer el aceite esencial por arrastre de vapor, se debe contar con un equipo destilador de
basico si se trata de una determinacion experimental en laboratorio y de mayor tamafio si es una
tarea a nivel industrial, los destiladores constan de las siguientes partes: una fuente de calor que
genera vapor, un recipiente para alojar la hierba, un colector del aceite esencial separado y un

refrigerante para los vapores. (Martinez y Naranjo, 2004).

2.1.3. Queso fresco

Definicion

La normativa del Codex estandar numero 283 (1978) y el Servicio Ecuatoriano de
Normalizacion con sus siglas INEN emiten la Norma INEN, 2829 (2013), definen al queso como
un producto blando, semiduro, duro y extra duro, madurado o no madurado, y que puede estar

recubierto, en el que la contenido de la proteinas de suero y la caseina no sea superior a la de la



leche, obtenido mediante coagulacion total o parcial de la proteina de la leche; pero para Madrid
(2003) nos dice que “El queso es una conserva que se obtiene por la solidificacion de la leche y
por la acidificacion y deshidratacion de la cuajada”, ademas es un alimento rico en nutrientes

como lo describe la tabla 1.

Tabla 1 Composicion Nutricional del Queso Fresco

Valor nutritivo

Porcentaje (%)

Agua 45-65
Grasa 17-26
Proteina 15-25
Carbohidratos 2-35
Sales minerales 2-4,5

Fuente: Curso de industrias lacteas, Madrid, (1999).

El queso fresco blanco es un producto que se cree que tiene como origen Latinoamérica,
normalmente, el proceso combina calor y acido. EI queso blanco posee la cualidad de freirse sin
derretirse, lo que lo hace ideal para consumirlo solo, también se cdmo queso gratinado o

mezclado con otros productos como tomate, especias y chiles (Fox, 1987).

Los quesos frescos se expenden libremente y se encuentran en las mesas de los consumidores
sin haber pasado por el proceso de maduracion por tal motivo estos quesos poseen un elevado
contenido de agua libre, entre 50% y 80%, que causa una limitada vida atil por su rapida
descomposicion. Ademas, debido a la falta de maduracion, es importante realizar tratamientos
térmicos a la materia prima para evitar el desarrollo de gérmenes que pueden ocasionar dafios a

la salud del consumidor (Meyer, 2007).

Varios estudios sobre las bacterias en quesos muestran la contaminacion de los mismos durante
la manipulacién en el procesamiento e incluso durante el almacenamiento del producto y se
requieren temperaturas elevadas para lograr una adecuada pasterizacion. Ademas, el gran
contenido de humedad y el pH (aproximadamente 5,2) del queso blanco puede favorecer el
crecimiento o la sobrevivencia de los microorganismos (Glass, Prasad, Schlynter, Uljas y Farkye,
1995).



Proceso de elaboracion de quesos

El proceso de elaboracion de queso fresco es sencillo, pero Jhonson y Law (2011), afirman que

implica fenémenos fisicos y quimicos muy complejos, estos fendmenos inician a partir de la

coagulacion de la proteina mayoritaria de la leche, por la accion enzimatica (cuajo) u otro

coagulante de tipo acido (comunmente el acido lactico). Su elaboracién ha variado, de acuerdo

a los nuevos tipos de quesos, pero los principios basicos son los mismos que hace 2000 afios
(Santos, 2000).

Recepcion de la materia prima: En este paso se verifica la calidad de la leche que va a servir para

la elaboracion del queso, la leche cruda ha de cumplir ciertos requisitos en cuanto a calidad,

disposicion y aptitud para la fermentacién y serd sometida entre otras a las siguientes préacticas:

Filtracion (eliminacion de impurezas).

Eliminacion de gases.

Termizacion (opcional, para reducir el nimero de microorganismos).

Enfriamiento a 4 °C (para inhibir el crecimiento microbiano).

Almacenamiento (a baja temperatura, para conservar su calidad).

Pasteurizacion: Segun Santos (2000), la pasteurizacion es un proceso térmico que consiste
en elevar la temperatura, su efecto es para eliminar los microorganismos patdgenos presentes
en la leche, pero sobre todo aquellos que mueren a 56 °C sin alterar las propiedades fisicas y
quimicas de ésta (Galvan, 2005).

Enfriamiento de la leche: Galvan (2005), indica que la temperatura de la leche debe estar
entre los 32 y 38 °C. Con esta temperatura y la adicion de cultivos, se puede obtener la
maduracién y posteriormente la coagulacién de la leche. Durante la pasteurizacion vy el
enfriamiento, la leche sea agitada constantemente para eliminar los gases que generan mal
olor (Pelayo, 2010).

Adicidn del cuajo: Alcanzados los 38 °C, se agrega 10 ml de cuajo liquido por cada 100 litros
de leche a lo largo de todo el recipiente. Se remueve la leche durante un tiempo hasta que se
disuelva el cuajo y luego se deja en reposo para que se produzca el cuajado, lo cual toma de
20 a 30 minutos a una temperatura de 38-39 °C (Apango, 2005).

Corte: En la cuajada se realizan cortes pequefios horizontales y vertical de esta forma facilitar

la salida de la mayor cantidad de suero posible, para mejorar la salida del suero debe batirse
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la cuajada durante 10 minutos y al finalizar este tiempo se deja reposar la masa durante 5
minutos. La acidez en este punto debe estar entre 11 y 12 °Dornic (Pelayo, 2010).
Desuerado: En este paso se separa el suero dejandolo escurrir a traves de un colador puesto
en el desaguie del tanque o marmita donde se realiz el cuajado. Se debe separar entre el 70
y el 80% del suero. El suero se recoge en un recipiente y por lo general se destina para
alimentacion de cerdos (Santos, 2000).

Moldeo: Este proceso proporciona la forma al queso, ayuda a que los granos de la cuajada
se compacten, estos pueden ser de distintas formas. Los moldes, que pueden ser de acero
inoxidable o de plastico PVC, cuadrados o redondos, se cubren con un lienzo y se llenan con
la cuajada. Para luego hacer una pequefia presion al queso para compactarlo mejor. Este
gueso no se prensa, solamente se voltean los moldes tres veces a intervalos de 15 minutos,
luego se deja reposar por 3 horas y luego se sacan los moldes y se guarda el queso en
refrigeracion, (Cenzano, 1992).

Salado: Segun Santos (2000), se adicionan de 400 a 500 gramos de sal fina por cada 100
litros de agua y se revuelve bien con una la cantidad de sal varia segun el gusto y puede
aplicarse en un rango de 0,75 a 2% del peso del queso.

Prensado: Este proceso ayuda a que se produzca la expulsion final del suero y asi el queso
tenga una determinada textura, y se da la forma final al queso (Santos, 2000).

Pesado: Se hace para llevar registros de rendimientos, es decir los kilogramos obtenidos por
litro de leche que entraron al proceso y preparar las unidades para la venta, (Cenzano, 1992).
Empaque: El empaque, se hace con material que no permita el paso de humedad. (Santos,
2000).

Almacenado: Se debe almacenar en refrigeracion, para impedir el crecimiento de

microorganismos El almacenamiento no debe ser mayor de 5 -7 dias, (Apango, 2005).

2.1.4. Antimicrobianos de origen vegetal

La mayoria de los compuestos con actividad antimicrobiana encontrados en especies vegetales,

son compuestos fendlicos, terpenos, alcoholes alifaticos, aldehidos, cetonas, acidos e

isoflavonoides; los cuales en su mayoria son identificados como metabolitos secundarios,

enzimas hidroliticas (glucanasas, citinasas) y proteinas (Hernandez, 2003).

El aceite esencial obtenido de las hojas del R. officinalis es considerado como un antimicrobiano

natural que puede ser utilizado en la produccion de nuevos agentes con actividad antimicrobiana
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para la industria farmacéutica y alimentaria (Mounchid y Bourjilat, 2005). Su actividad contra
algunas cepas patogenas. Se han realizado estudios in vitro con aceite esencial de R. Officinalis
en los que se ha evaluado su actividad contra bacterias Gram positivas y Gram negativas. (Rota,
Carramifiana, Burillo y Herrera (2004), ademas se evaluaron la actividad de R. officinalis contra
Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Escherichia coli O157:H7, Yersinia
enterocolitica, Shigella flexneri, Listeria monocytogenes serovar, y Staphylococcus aureus.
Gutiérrez et al. (2008), Ademas usaron el aceite esencial de R. officinalis contra Bacillus cereus,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Pseudomonas aeruginosa. Klancnik et al. (2009)
evaluo su actividad contra bacterias Gram positivas (Bacillus aureus y Staphylococcus spp) y
Gram negativas (Campylobacter jejuni y Salmonella spp). Lee, Gwon, Kim y Moon (2009)
probaron el aceite esencial de R. Officinalis contra S. typhimurium, Enterobacter sakazakii, E.
coli O157:H7, S. aureus y L. monocytogenes.

En el estudio de Moreira et al. (2005) Se identifico la actividad antimicrobiana del aceite esencial
de hojas de R. officinalis contra varias cepas de E. coli, (Bozin, Mimica, Samojlik y Jovin, 2007)
encontraron que el aceite esencial de R. officinalis presenta una importante actividad
antibacteriana contra cepas de E. coli, S. typhi, S. enteritidis y S. sonnei, ademas de poseer una
notable actividad antifangica contra Candida albicans, Trichophyton tonsurans, y Trichophyton
rubrum. Estudios previos informan que el extracto de hoja de R. officinalis presenta actividad
antimicrobiana contra bacterias Gram positivas: Leuconostoc mesenteroides, L. monocytogenes,
S. aureus, Streptococcus mutans y B. cereus; y también actividad antifungica contra Penicillium

roqueforti y Botrytis cinerea (Mounchid y Bourjilat, 2005).

Por otra parte, la mayoria de los estudios de actividad antimicrobiana del extracto etandlico y del
aceite esencial de R. Officinalis, han utilizado modelos donde se compara su actividad contra la
de los antibidticos convencionales lo cual afirma los investigadores Bozin y Mimica (2007). Este
modelo no es extrapolable a aplicaciones de conservacion de alimentos. Por esa razén es de
especial importancia adelantar investigaciones que permitan valorar la actividad antimicrobiana
especifica del romero, comparandola con la de los conservantes aceptados por la legislacion
vigente en alimentos, y asi, participar en la busqueda de nuevos conservantes de alimentos de

origen natural.
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2.1.5. Modo de accion de los antimicrobianos de origen natural.

Conner (1993), sugirio que la actividad antimicrobiana de los compuestos vegetales se basa en
el deterioro de varios sistemas enzimaticos, incluidos los involucrados en la produccién de
energia y en la sintesis de componentes estructurales. Una vez que el compuesto activo cruza la
membrana celular, puede interactuar con las enzimas y con las proteinas causando un flujo

contrario de protones a través de ella, afectando asi la actividad celular.

Segun Nychas et al. (2001), en su estudio menciona que los efectos de los compuestos fenolicos
pueden ser de dos niveles, sobre la integridad de la pared celular y membrana citoplasmatica, asi
como sobre la respuesta fisioldgica del microorganismo. Los compuestos fendlicos pueden
desnaturalizar a las enzimas responsables del inicio de la germinacion de las esporas o interferir

con el uso de aminoacidos necesarios para iniciar el proceso de germinacion.

2.1.6. Antioxidantes

Los antioxidantes son definidos por la FDA. Como sustancias que pueden ser aplicadas a los
alimentos con el objeto de preservarlos, ya que retrasan el deterioro, rancidez y cambios de
coloracién debido a la oxidacion. Los antioxidantes pueden actuar en los alimentos por diferentes
mecanismos: atrapar a radicales libres que inducen reacciones de iniciacion de oxidacion,
(Gutiérrez y Morales 2004) inactivar iones metalicos, quitar las especies reactivas de oxigeno
como radicales libres, romper la cadena de reacciones de iniciacion y reducir los perdxidos para

prevenir la formacion de radicales libres (Eskin y Robinson, 2001).

Modo de accion de los antioxidantes.

Conner (1993), Los antioxidantes estan presentes en varios productos alimentarios. Con el fin de
precautelar la calidad de los alimentos ya que estos estan expuestos a la luz, el aire, la temperatura
y principalmente el tiempo factores que pueden descomponer y hacer que un alimento pierda sus
caracteristicas organolépticas propias, los antioxidantes ejercen un papel primordial
garantizando que los comestibles contengan su gusto y su color, y logren consumirse a lo largo
del tiempo. Su uso resulta fundamental para evadir la oxidacion de las grasas y los productos que
las tienen dentro, cuando los antioxidantes se agregan a la grasa o aceite, se retrasa el comienzo

de las ultimas etapas de la auto oxidacion, cuando la ranciedad el avance de olores y sabores
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repugnantes se hace visible, Otra funcionalidad importante es que algunas vitaminas y algunos
aminoacidos se destruyen con simplicidad gracias a la exposicion al aire, y los antioxidantes se

usa para protegerlos.

Las primeras investigaciones sobre la actividad antioxidante de productos vegetales se dieron en
la década de 1950, cuando Chipault et al. (1952) hicieron un estudio sobre 72 plantas, poniendo
a prueba su capacidad antioxidante; el romero y salvia demostraron ser las plantas con mayor

contenido de antioxidantes, ademas de ser mas efectivas.

Se ha observado que la actividad antioxidante de aceite esencial de R. Officinalis, se debe
particularmente a los &cidos caféico y rosmarinico, estos Gltimos poseen una doble funcién:
como antioxidante y estimulante de la produccién de prostaglandina E2 e inhibidor de la
produccion de leucotrienos B4 en leucocitos polimorfonucleares en el humano (Martinez,
Garcia, Ortega y Castro 2010).

2.1.7. El ensayo FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant power)

El ensayo FRAP por sus siglas en inglés (Ferric Reducing/Antioxidant. Power) también
llamado poder de reduccion antioxidante del ion férrico (Ferric ion reducing antioxidant power),
es un ensayo de capacidad antioxidante que utiliza Trolox como estandar. El ensayo FRAP a
menudo se utiliza para medir la capacidad antioxidante de los alimentos, bebidas y suplementos

alimenticios que contienen polifenoles (Cuvelier, 1994).

Es una prueba simple para determinar el poder antioxidante total, esta prueba es clave para
evaluar los efectos de eliminacion de radicales libres de Diplazium esculentum (Retz) Sw.
Ensayo FRAP depende del complejo de tripiridiltriazina [Fe (IIl) -TPTZ] férrico a la
tripiridiltriazina ferrosa [Fe (I1) -TPTZ] por un reductor a bajo pH. Fe (1) -TPTZ tiene un color
azul intenso y se puede monitorear a 593 nm. (Klancnik, Guzej, Kolar, Abramovic, Moz, 2009)
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CAPITULO Il1l. MATERIALES Y METODOS
3.1. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1.1. Localizacién

La presente investigacion se realizé en la provincia de Chimborazo en la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo (ESPOCH), en los laboratorios de la Facultad de Salud Publica,
escuela de Gastronomia en donde se realizé la fabricacion de queso fresco, ademas, en los
laboratorios de la Facultad de Ciencias, escuela de Bioquimica en donde se ejecutaron las

diferentes pruebas microbioldgicas y de capacidad antioxidante.
3.1.2. Tipo de Investigacion

La presente investigacion con el titulo de “Evaluacion del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis L. en la conservacion de queso fresco” es de tipo experimental en condiciones

controladas, descriptiva y analitica.

3.1.3. Métodos de investigacién

3.1.3.1. Extraccion de aceite de Rosmarinus officinalis L

El material vegetal fue obtenido en los jardines del Ministerio de Agricultura y Ganaderia MAG
seleccionando hojas de R. officinalis en buen estado, se prepard del material vegetal las cuales
fueron lavadas con agua potable y puestas a secar a temperatura ambiente por 48 horas, después
de esto para la extraccion del aceite esencial de R. officinalis se realizé en los laboratorios de la
escuela de Bioguimica y Farmacia de la ESPOCH. Para lo cual se tom6 una cantidad de 950 g.
de hojas R. officinalis, se extrajo el aceite esencial utilizando hidrodestilacion clasica en un
aparato de Clevenger modificado, en un proceso que duro alrededor de tres horas, se logrd
recoger aproximadamente 6,81 g. de aceite esencial el cual se almaceno en un recipiente de

vidrio &mbar estéril protegido de la presencia de luz y a temperatura por debajo de 0 ° C.
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3.1.3.2.Elaboracion de queso fresco de vaca

El proceso de elaboracidn de queso fresco se realizé en la mafiana utilizando leche obtenida del

centro de acopio de la asociacion de productores ASOPORCAB, ubicada en el canton Penipe,

parroquia la Candelaria, se recibid la leche a 4 °C, a la cual se le realizaron las diferentes pruebas

basicas de calidad de leche cruda como: pH, estabilidad proteica, densidad relativa y

antibiodticos. Evidenciando que cumplia con los estdndares de la norma INEN 09 (2012), se

transport6 inmediatamente en un bidén de acero inoxidable a los laboratorios de la Escuela de

Gastronomia en donde se procedié a elaborar el queso fresco segin los siguientes

procedimientos:

Filtracion para la eliminacion de impurezas

Homogenizacién

Pasteurizacion lenta o por sus siglas en inglés LTLT (Low temperature, long time) la cual
conlleva elevar la temperatura alrededor de 61 a 64 °C por un tiempo aproximado de 30
minutos para eliminar posibles microorganismos patdgenos, si afectar las propiedades
fisicas y quimicas de la leche cruda

Se procedio a la adicién cloruro de calcio en una cantidad de 8 g por los 40 litros de leche
utilizados

La adicion de Cuajo liquido comercial en cantidades recomendadas por el fabricante segin
la ficha técnica del producto, esto se lo realiz6 cuando la leche ha bajado su temperatura a
38 °C, removiendolo lentamente para homogenizar.

El corte se realizé dividiendo la cuajada a lo largo y ancho para ayudar a salir el suero,
ademas se removid la cuajada por un tiempo de diez minutos, en ese momento se dividio
en cuatro recipientes la cuajada los cuales recibieron las diferentes dosis, que se detallan a
continuacion: dosis Al: 0,05% de aceite esencial de R. officinalis; dosis A2: 0,10% de aceite
esencial de R. officinalis; dosis A3: 0,15% de aceite esencial de R. officinalis, ademas, se
elaboro queso fresco sin aceite de R. officinalis el cual ser el testigo (T).

El proceso de dar forma al queso se lo realizé en moldes pequefios de PVC redondos de 100
g, que permitio de cada tratamiento sacar muestras para su analisis individual; se obtuvieron
un total de nueve quesos por tratamiento, incluido las repeticiones, con un total de 36 quesos
de 100 g, incluido el control. Los moldes fueron cubiertos con un fino lienzo estéril y
Ilenados de cuajada para luego realizar una pequefia presion al queso con lo que se esperaba

una mejor compactacion. En el presente ensayo no se prenso el queso, solo se realizaron
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volteos cada 15 minutos por tres ocasiones, se dejo reposar por un tiempo de tres horas para
su estabilizacion.

e En el proceso de salado se adiciond 250 g de cloruro de sodio (sal comdn) en 500 litros de
agua, revolviéndolo para homogenizar la disolucion; el queso se sumergio por alrededor de
tres horas, la formulacion total del queso fresco se te puede evidenciar en la tabla 2, para
mejor comprension.

e Por ultimo, se realizé un prensado adicional que sirvi6 para eliminar restos de suero, se
concluyd con el empaquetado al vacio y se sefial6 cada tratamiento y repeticion tal como se
evidencia en la tabla 3, lo cual permiti¢ evitar posibles confusiones.

e El queso fresco se conservo en refrigeracion a una temperatura que oscilaba entre 4 y 6 °C.

Tabla 2 Formulacién para el queso fresco

Formulacion 0% 0,05 % 0,10 % 0,15%

Leche (L) 10 10 10 10

Cuajo 0,66mL/100L 0,66mL/100L 0,66mL/100L 0,66mL/100L
Sal (%) 15 15 1,5 1,5

Calcio (g/L) 29 /100L 29 /100L 29 /100L 29 /100L
Aceite de romero (%) 0 0,05 0,10 0,15

Fuente: Ramiro Jaramillo
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Tabla 3 Disefio estructural del ensayo

Variable Variable Codido Numero de Variable Codiao Cadigo x
dependiente independiente 1 g Repeticiones independiente 2 g tratamiento
1 DIA B1 TR1B1
R1 8 DIAS B2 TR1B2
16 DIAS B3 TR1B3
1 DIA Bl TR2B1
Testigo T R2 8 DIAS B2 TR2B2
16 DIAS B3 TR2B3
1 DIA B1 TR3B1
R3 8 DIAS B2 TR3B2
16 DIAS B3 TR3B3
1 DIA Bl Al1R1B1
R1 8 DIAS B2 Al1R1B2
16 DIAS B3 A1R1B3
Dosis de romero 1 DIA Bl ALR2B1
Al R2 8 DIAS B2 ALR2B2
0,05% _
16 DIAS B3 Al1R2B3
1 DIA Bl A1R3B1
R3 8 DIAS B2 A1R3B2
16 DIAS B3 A1R3B3
Queso fresco -
1 DIA B1 A2R1B1
R1 8 DIAS B2 A2R1B2
16 DIAS B3 A2R1B3
Dosis de romero 1DIA B1 A2R2B1
A2 R2 8 DIAS B2 A2R2B2
0,10% _
16 DIAS B3 A2R2B3
1 DIA Bl A2R3B1
R3 8 DIAS B2 A2R3B2
16 DIAS B3 A2R3B3
1 DIA B1 A3R1B1
R1 8 DIAS B2 A3R1B2
16 DIAS B3 A3R1B3
: 1 DIA Bl A3R2B1
Dosis de romero _
A3 R2 8 DIAS B2 A3R2B2
0,15% _
16 DIAS B3 A3R2B3
1 DIA Bl A3R3B1
R3 8 DIAS B2 A3R3B2
16 DIAS B4 A3R3B4

Fuente: Ramiro Jaramillo
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3.1.3.3. Pruebas microbiologicas.

Segun el disefio estructural del ensayo se tomaron muestras de queso fresco el primer dia de
elaboracion, a los 8 dias y a los 16 dias, para realizar analisis microbiolégicos al queso fresco.
Los andlisis fueron realizados en la Facultad de Ciencias de la ESPOCH. Cada unidad
experimental de 100 gramos de queso fresco se triturd, cuarted y se tomo una muestra de 10 g
que se mezcld con 90 ml de agua peptonada al 0,1 %, esto se realizd en cajas Petri previamente
esterilizadas en una autoclave. A partir de las mencionadas muestras se prepararon diluciones
y se sembraron a profundidad en Agar Baird Parker y se incubd por 24 horas a 35° C, luego se
procedio a realizar el conteo de Staphylococcus aureus segln procedimientos de la APHA
(Vanderzant y Splittstoesser, 1992). Para determinar el niamero de S. aureus presentes en 1,0 g
de queso fresco se considerd el nimero total de colonias sospechosas y se caracterizo en el agar
Baird Parker y el nimero de colonias que resultaron positivas en las pruebas bioquimicas
efectuadas.

Para la presencia de E. coli y Coliformes se utilizaron las placas 3M™ Petrifilm™ para lo cual
se siguio el siguiente procedimiento:

e Se etiquetaron la placa y se ubicaron la placa en un lugar liso y a nivel.

e En condiciones asépticas y guardando las debidas precauciones se levanté la lamina
semitransparente superior y se colocd 1 ml de la disolucién con la muestra a analizar
sobre el centro de la cuadricula, se cerrd la placa trasparente y se presiond suavemente
para la distribucién sobre el in6culo del area.

e Por un minuto se esper6 para que se solidifique el gel.

e Se procedié a la incubacion a una temperatura constante de 37 grados Celsius por 24 a
48 horas.

e Trascurrido el tiempo se procedio a realizar el conteo tal como indican las guias de
interpretacion de las placas 3M™ Petrifilm (2003).

e Se consideraron coliformes aquellas colonias de color rojo y de color azul-violeta que
estaban acompafadas de presencia de burbujas de gas, contando como E. coli las de
color azul-violeta.

e Las colonias se contaron dentro de las 4 horas siguientes a la finalizacion del periodo
de incubacidn. Se seleccionaron las placas en las cuales se desarrollaron entre 30/300
colonias para los medios no selectivos y entre 15/150 para los medios selectivos. Los
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recuentos obtenidos se expresaron como unidades formadoras de colonias (ufc) por g

de masa o superficie, respectivamente.

3.1.3.4. Ensayo FRAP

Esta prueba se realizé para medir la capacidad antioxidante del queso fresco con aceite esencial
de Rosmarinus officinalis L. para lo cual se pusieron a reaccionar 25 pl de muestra diluida (100
uL de emulsion / 1mL) en etanol al 96 %, 375 pl de agua destilada y 3 ml del reactivo de FRAP.
La mezcla de reaccion se incub6 luego a 37 ° C por un tiempo de 10 min en ausencia de luz y
se registrd la absorbancia a 595 nm, usando un espectrofotémetro, contra disolucion de blanco
para el cual se utilizo 400 ul de agua destilada y 3 ml reactivo de FRAP. La curva patron se
prepar6 a partir de concentraciones conocidas de Trolox. Los resultados de la actividad

antioxidante se expresaron como pg equivalentes Trolox por ml de emulsion.

3.1.3.5. Tratamiento de Datos

Para el estudio se realizaron tres tratamientos mas un testigo, de cada tratamiento incluido el
testigo se ejecutaron tres repeticiones de cada prueba realizada, los datos obtenidos fueron
modelados bajo el analisis de la varianza ANOVA por sus siglas en idioma inglés, “analysis of
variance”, ademas, para probar todas las diferencias entre medias de los tratamientos se realizo

la prueba de Tukey, todo esto en el software de analisis estadistico Infostat.

3.1.4. Recursos humanos y materiales

3.1.4.1. Recursos Humanos

e Maestrante Ing. Ramiro Jaramillo Bayas en el desarrollo del proyecto de titulacion.

e Personal de laboratorio de la escuela de Gastronomia y de la escuela de Bioquimica de
la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, para la produccion de queso fresco y
los analisis Microbioldgicos y de capacidad oxidativa del queso fresco de vaca con

aceite esencial de R. officinalis.
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3.1.4.2. Recursos Materiales

a. Materiales

Leche Cruda.

Equipo de proteccion personal: mandil, cofia, cubre bocas, guantes, botas.
Material vegetal hojas de R. officinalis
Mesas de Acero Inoxidable.
TermoOmetro.

Coolers

Gavetas Plasticas.

Lira.

Paleta.

Moldes para queso.

Perchas.

Cernidores.

Mallas de Plasticos.

Lienzo Blanco de tela.

Escobas.

Cepillos, vileda.

Jabdn germicida y desinfectante.
Fundas de Polietile

Basureros.

Equipo de proteccion para el personal.
Vaso de precipitacion.

Pipeta 5y 10ml.

Algodon.

Placas pretrifilm.

Cépsulas de porcelana.

Pinza de capsula.

Probeta.
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Soporte y pinzas.

Papel de aluminio.

Papel filtro.

Balon de digestion Kjeldhal.
Vaso de precipitacion de 50 ml
Bureta de 25 ml

Erlenmeyer de 250 ml

Soporte y pinza de bureta.
Vasos desechables.

Platos desechables.

Cuchillos.

Palillos.

Papel desechable.

Vasos de precipitacion

Frascos de color &mbar de 10 ml
Matraces de 250 ml

Matraces de 125ml

Pera de Decantacion.
Refrigerante de bolas de vidrio
Matraces conicos de 50 y 100ml
Buretas de 25 ml

Embudo pequefio.

Pipetas.

Varillas.

Gotero.

Tubos de ensayo.

Pinza sujetadora.

Soporte universal.

Tapdn de goma.

Termdmetro digital 0 — 100° C
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b. Equipos

e Marmita.

e Prensa.

e Tina de acero inoxidable.

e Balanza.

e Incubadora.

e Estufa de aire caliente y al vacio.

e pH metro.

e Crisol.

e Desecador.

e Reverberos.

e Moli

e Equipo de DeanStarck.

e Mufla.

e Sorbona o campana de gases.

e Equipo de Soxhlet.

e Digestor y destilador de Microkjeldhal.
e Sorbona.

e Espectrofotometro.

e Extractor adecuado para la generacion de vapor de 5 L de capacidad.
e Separador de vidrio adaptado para flujo continuo de extraccidn aceite esencial.
e Refractometro ABBE AR12.

e Balanza de precision Sensibilidad 0,001 g.

. Reactivos

(@]

Disolucion Buffer de pH 7.
e Metanol 95%

e Hidrdxido de Sodio.

e Agua destilada.

e Fenolftaleina.

e Alcohol.



Cloro.

Cuajo comercial.

Hidroxido de potasio (KOH) 0.5 N
Tiosulfato de sodio (0,1 y 0,01 N)

Disolucién saturada de yoduro de potasio (KI)
Acido clorhidrico (HCI) 0,5 N

Solucién de acido acético-cloroformo (60:40)
Fenolftaleina 1%

Almidon.

Agua destilada.

El reactivo FRAP.

Disolucion TROLOX.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis del poder antioxidante
El estrés oxidativo surge en los compuestos biolégicamente activos después de estar expuestos
al agua, luz y temperaturas en tiempos variables por lo cual el queso fresco es un producto con
alta tasa de estrés oxidativo ya que genera con facilidad radicales libres. La actividad
antioxidante por el método FRAP, dependiendo de la dosis de aceite esencial de R. officinalis
se puede evidenciar en la tabla 4.

Tabla 4 Resultados de analisis FRAP en los diferentes tratamientos

Caodigo x Coédigo x
tratam?ento tratamgi;ento um Eg-Trolox/mL
TR1B1 231
TR1B2 186
TR1B3 164
TR2B1 242
Testigo TR2B2 204
TR2B3 184
TR3B1 239
TR3B2 187
TR3B3 161
AlR1B1 236
AlR1B2 204
Al1R1B3 176
- A1R2B1 248
Dos'sofj;s@mem ALR2B2 221
A1R2B3 206
AlR3B1 229
A1R3B2 198
A1R3B3 186
A2R1B1 316
A2R1B2 296
A2R1B3 276
: A2R2B1 328
Dos'%fjfogf)mero A2R2B2 304
A2R2B3 201
A2R3B1 291
A2R3B2 271
A2R3B3 269
A3R1B1 377
A3R1B2 353
A3R1B3 335
: A3R2B1 394
DOS'%TS[Q)merO A3R2B2 378
A3R2B3 346
A3R3B1 351
A3R3B2 330
A3R3B4 318
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Fuente: Ramiro Jaramillo

Los resultados obtenidos de la prueba FRAP fueron sometidos al analisis de varianza ANOVA

comenzado con los resultados del primer dia de elaboracion del queso fresco tal como lo

muestra la tabla 5 obtenida al ingresar los datos obtenidos en programa de andlisis estadistico

INFOSTAT.

Tabla 5Analisis de varianza poder antioxidante FRAP evaluacion 1 dia

Fue_nte_ de Suma de cuadrados Grados de Cuadrgdo F p_valor
variacion libertad Medio -
Modelo 39113,67 3 13037,89 54,9 <0,0001
Tratamientos 39113,67 3 13037,89 54,9 <0,0001
Error 1900 8 237,5
Total 41013,67 11
Coeficiente de
variacion: 5,31

Fuente: Ramiro Jaramillo

El analisis de varianza arroja que tiene un valor de p=0,001, lo que indica que existen diferencia

estadisticas significativas entre los diferentes tratamientos y realizando la prueba estadistica

para comprobar la diferencia de las medias, entre tratamientos, el método usado fue la prueba

de Tukey donde se demuestra que entre los tratamientos con dosis de R. officinalis de 0,10y

0,15 % los cuales tienen diferencias significativas entre ellos tal como lo podemos apreciar en

la tabla 6, en el que se ve rangos multiples donde sobresale la dosis de 0.15% con un rango de

C, ademas que su nivel de poder anti oxidantes esta muy por encima a los del testigo y al

tratamiento con la dosis de 0,05% de R. officinalis.

Tabla 6 Prueba de Tukey evaluacién antioxidante: primer dia

Cadigo Medias n E.E. Significancias
Testigo 237,33 3 89 A
Dosis de romero 0,05% 237,67 3 8,9 A
Dosis de romero 0,10% 311,67 3 8,9 B
Dosis de romero 0,15% 374 3 8,9 C

Fuente: Ramiro Jaramillo

Con esto se puede definir que al primer dia de elaborado el queso fresco la dosis que mejor

resultado de poder antioxidante segln el analisis FRAP es el queso fresco con aceite esencial

de R. officinalis al 0,15%, tal como lo podemos apreciar en el graficol en el que la media del
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tratamiento es de 374,0 um Eq-Trolox/ml con un rango de C, lo cual conllevo a pensar que el
aceite esencial de R. officinalis tiene un alto poder antioxidante a mayor dosis desde el primer

dia que tomé contacto con el queso fresco.
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200,0
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100,0
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0,0 T
Testigo Dosis de romero | Dosis de romero | | Dosis de romero
0,05% 0,10% 0,15%

m |

FIGURA 1 EVALUACION PODER ANTIOXIDANTE: PRIMER DIiA

La prueba de analisis antioxidante FRAP se realizd también después de ocho dias de
elaboracion del queso fresco con aceite esencial de R. officinalis los datos segun el analisis de
varianza a los ocho dias se mantiene la tendencia con un valor de p< 0,0001 como se observa

en la tabla 7 en la que se ve que existen diferencias significativas entre tratamientos.

Tabla 7 Analisis de varianza poder antioxidante (FRAP) evaluacion ocho dias

Fuente de Grados de Cuadrado

variacion Suma de cuadraros libertad Medio F p_valor
Modelo 51021,33 3 17007,11 60,88 <0,0001
Tratamientos 51021,33 3 17007,11 60,88 <0,0001
Error 2234,67 8 279,33
Total 53256 11
Coeficiente
de variacion: 6,4

Fuente: Ramiro Jaramillo

Ademas, la prueba de Tukey realizada con los resultados del analisis FRAP a los ocho dias,
indicada en la tabla 8 se puede observar que la diferencia se marca mas entre los rangos
multiples de los tratamientos con dosis de R. officinalis de 0,10 y 0,15 %, obteniendo entre
estos dos tratamiento diferencias significativas.
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Tabla 8 Prueba de Tukey para la evaluacion de actividad antioxidante por ocho dias

Cadigo Medias n E.E. Significancia
Testigo 192,33 3 965 A
Dosis de romero 0,05% 207,67 3 9,65 A
Dosis de romero 0,10% 290,33 3 9,65 B
Dosis de romero 0,15% 353,67 3 9,65 C
Fuente: Ramiro Jaramillo

Entre los tratamientos con mayor dosis de aceite esencial de R. officinalis existen diferencias
significativas, es decir, se puede observar que los resultaos de las pruebas FRAP que la dosis
de R. officinalis al 0,15 % es la que registré un mayor contenido fenoles antioxidantes con un
rango de C con una media de 353,67 um Eq-Trolox/ml , evidenciandose esto de mejor forma
en la Figura 2, permitiendo con ello alargar la vida util y evitando una oxidacion como como

no lo hace el testigo y el tratamiento con aceite esencial de R. officinalis con dosis menor.
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FIGURA 2. EVALUACION PODER ANTIOXIDANTE A LOS OCHO DIAS.

Por altimo, en la Prueba FRAP a los 16 dias de elaborado el producto y bajo condiciones
controladas se observo en la tabla 6 del andlisis de Varianza que la tendencia se mantiene
obteniendo un mero de p< 0,0001, lo que indicé que existian diferencias altamente

significativas entre tratamientos.
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Tabla 9 Andlisis de varianza poder antioxidante FRAP evaluacion 16 dias

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado = |
variacion cuadrados libertad Medio p_valor
Modelo 52888,67 3 17629,56 98,63 <0,0001
Tratamientos 52888,67 3 17629,56 98,63 <0,0001
Error 1430 8 178,75
Total 54318,67 11
Coeficiente de
variacion: 5,51

Fuente: Ramiro Jaramillo
Al realizar un analisis mucho maés detallado mediante el método de Tukey cuyos resultados se
reflejan en la tabla 8 se evidencia que los resultados que se dan entre el testigo con una media
de 169,67 um Eg-Trolox/mL y el tratamiento con dosis de aceite esencial de R. officinalis de
0,05% para el que se obtuvo una media de 189,33 um Eqg-Trolox/mL no fueron significativos
entre las dos repeticiones.

Tabla 10 Prueba de Tukey evaluacion antioxidante 16 dias

Cadigo Medias n E.E. Significancia
Testigo 169,67 3 7,72 A

Dosis de romero A

0,05% 189,33 3 7,72

Dosis de romero B

0,10% 278,67 3 7,72

Dosis de romero C

0,15% 333 3 7,72

Fuente: Ramiro Jaramillo

Pero entre estos y los otros dos tratamientos con dosis mayores de R. officinalis si existieron
diferencias significativas con rangos B y C, entre los tratamientos con dosis de aceite esencial
de R. officinalis de 0,10% con una media de 278,67 um Eq-Trolox/ml y la dosis méas elevada
de 0,15% de aceite esencial de R. officinalis con una media de 333 um Eg-Trolox/ml como lo
podemos apreciar en la figura 3, existieron diferencias significativas demostrando que al utilizar
dosis mas elevada de aceite esencial de R. officinalis existe un mejor control del oxidativo del
queso fresco de leche de vaca.
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FIGURA 3. EVALUACION PODER ANTIOXIDANTE A LOS DIECISEIS DIAS.

Esto también lo menciona Ortiz (2016), en su estudio de aprovechamiento de la actividad de
extractos y aceites esenciales de romero, tomillo y menta como aditivo funcional en aceites
esenciales concluye que el R. officinalis posee una alta actividad antioxidante y segun los
parametros obtenidos en su estudio de concentracion de dienos conjugados (moléculas con
dobles enlaces adyacentes) actia principalmente sobre los productos primarios de oxidacion,
confirmando la naturaleza de antioxidante primario que se les atribuye a todos los aceites
esenciales. En la bibliografia todavia no existe suficiente informacion sobre la capacidad
antioxidante del aceite esencial de romero derivada por medio del método de ABTS; sin
embargo, al comparar el resultado obtenido con la capacidad antioxidante reportada por Lin et
al. (2007) para el aceite esencial de la raiz de “Dong Quai”, también Ilamada Angélica china o
gingseng hembra (Angelicae sinensis), siendo este valor de 0,98 mg Trolox/100 ml aceite
esencial, se puede observar que la capacidad antioxidante del aceite esencial de R. officinalis es
muy superior a la del aceite esencial de “Dong Quai”,. Esta diferencia se puede adjudicar,
principalmente, a la distinta composicion quimica entre ambos aceites esenciales.

En el estudio realizado por Hala, Ebtisan Ghita, Sanaa, (2010) en el que se fabric6 queso con
aceite esencial de R. officinalis como antioxidante natural indica que el contenido de humedad
del queso suave resultante suplementado con diferentes concentraciones de extracto de romero
durante el almacenamiento en frio siendo evidente que el aumento de la concentracién de
extracto aumentd significativamente el contenido de humedad para todas las muestras de queso
y se observo esta tendencia a lo largo de periodos de almacenamiento como resultado de la
retencion de las proteinas del suero en la textura del queso, ademas de que se podia observar en

las evaluaciones FRAP que el queso tenia un menor grado de oxidacion, por lo cual aumentaba
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su vida util en percha.

Pérez, Calderdn y Croci (2007) en su estudio de los compuestos fendlicos parecen no ser los
unicos compuestos responsables de la actividad antioxidante del aceite esencial de R.
officinalis. Ademas, se revel6 que los aceites esenciales de R. officinalis podrian actuar como
donantes de hidrogeno o de electrones y reaccionar con los radicales libres convirtiéndose en
productos més estables y de esta manera lograr la terminacion de reacciones en cadena de
radicales. Todo esto lleva a pensar que el aceite esencial de R. officinalis en dosis mayores
como la de 0,15% es ideal para la prevencion oxidativa de queso fresco de leche de vaca.

En contraposicion, un estudio de Hala, et, al. (2010) sefiala que segln investigaciones
preliminares un enfoque de maltiples métodos de andlisis de antioxidantes es necesario en la
evaluacion de la conservacion de los alimentos, y que métodos rapidos y reproducibles deben
usarse siempre que sean confiables como es el caso del método FRAP y el DPPH (2,2-Difenil-

1-picrilhidrazil) con lo que se corrobora los resultados obtenidos.

Anélisis microbioldgico

El queso fresco de vaca es un medio ideal para el desarrollo de bacterias si no se ha guardado
el debido proceso higiénico que va desde la obtencion de la materia prima, las condiciones
higiénicas en el que se lleva a cabo, el tiempo y temperatura de almacenamiento del producto,
la limpieza de equipos utensilios usados durante el procesamiento y su almacenamiento,
consistes de esta realidad durante la elaboracion de este estudio se guardaron las mas rigurosas
buenas practicas de higiene asegurandonos desde el principio obtener materia prima de la mas
alta calidad y durante el procesamiento resguardando la no contaminacion del producto para no
influir en los resultados, es por eso en la tabla 9 se puede evidenciar los resultados obtenidos al
someter queso fresco con aceite esencial de R. officinalis en diferentes dosis en las pruebas
realizadas en las que se ejecutd conteos de bacterias como Escherichia coli, Coliformes totales

y Staphyilococcus aureus.
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Tabla 11 Resultados de analisis microbiologicos en los diferentes tratamientos

L coliformes Staphyilococcus
tgg;\(#l?gn)t(o totales E, coli. aureus
(ufc/g) (ufc/g) (ufc/g)
TR1B1 1,1*10 ausencia 1,5*10
TR1B2 2,5*10 ausencia 1,1*10?
TR1B3 3,5*%10? ausencia 2,7*10?
TR2B1 1,4*10 ausencia 1,1*10
TR2B2 2,1*10 ausencia 2,2*10?
TR2B3 1,1*102 ausencia 1,7*%10°
TR3B1 1,1*10 ausencia 2,1*10
TR3B2 1,1*10 ausencia 2,1*%102
TR3B3 3,5*%10? ausencia 2,2*10?
Al1R1B1 2,1*10 ausencia 1,1*10
Al1R1B2 3,1*10 ausencia 1,5*10
A1R1B3 1,1*10? ausencia 2,1*%102
AlR2B1 1,1*10 ausencia 2,1*10
Al1R2B2 2,1*10 ausencia 2,5*10
A1R2B3 1,1*102 ausencia 1,1*102
Al1R3B1 1,1*10 ausencia 3,1*10
Al1R3B2 2,1*10 ausencia 5,1*10
A1R3B3 1,2*102 ausencia 1,1*102
A2R1B1 2,3*10 ausencia 1,1*10
A2R1B2 2,2*10? ausencia 2,4*%10
A2R1B3 3,2*102 ausencia 3,7*%10
A2R2B1 1,3*10 ausencia 3,1*10
A2R2B2 2,5*10 ausencia 5,1*10
A2R2B3 4,1*10 ausencia 1,1*102
A2R3B1 1,1*10 ausencia 5,1*10
A2R3B2 2,1*10 ausencia 1,1*102
A2R3B3 2,56*10 ausencia 2,7*10?
A3R1B1 1,5*10 ausencia 1,2*10
A3R1B2 2,2*10 ausencia 2,1*10
A3R1B3 1,1*102 ausencia 2,9*10
A3R2B1 1,1*10 ausencia 1,1*10
A3R2B2 2,2*10 ausencia 1,2*10
A3R2B3 3,1*10? ausencia 2,1*10
A3R3B1 1,1*10 ausencia 1,2*10
A3R3B2 2,1*10 ausencia 2,1*10?
A3R3B4 3,7*10 ausencia 2,9*10?

Fuente: Ramiro Jaramillo
Como se evidenci6 en la tabla 9 en el conteo de UFC (Unidades formadoras de colonias) de E.
coli existié ausencia de dicha bacteria, ya que desde la recoleccién de la materia prima hasta el
proceso de elaboracion de queso se manejo buenas précticas de higiene logrando bajar al
minimo la presencia de la bacteria E. coli, esto lo respaldan autores como Cristobal y Maurtica
(2003) que afirmaron que la presencia de E. coli dentro del queso fresco se da principalmente

por la condiciones deficientes de manufactura, y si es que se reasegurara las minimas
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condiciones y capacitacion de los manipuladores, el uso de agua segura, etc., se podria obtener
alimentos de alta calidad.

Ademas esto lo confirma Véazquez, Salhuana, Jiménez y Leidyn (2017), que en su estudio
realizado comparaciones a diferentes empresas que en un grupo majeaban buenas précticas de
higiene y otro grupo no lo hacian, en las primeras no se encontré queso fresco con presencias
de E. coli, pero en las que habia controles sanitarios deficientes y no se manejan buenas
practicas de higiene se encontr6 porcentajes de E. coli que oscilan entre el 20% al 100%, esto
los autores afirman es por falta de higiene durante el periodo de elaboracién o manipulacion del
queso fresco provoca los altos indices de contaminacion con dicha bacteria.

Igualmente, la Norma INEN 2829 (2013), sefiala que un queso fresco para ser identificado como
producto de buena calidad debe tener niveles menores a 10 UFC en un gramo, por lo cual el
queso fresco con aceite esencial de R. officinalis en sus diferentes tratamientos y el control
realizados en el presente estudio cumple con la normativa ecuatoriana de calidad.

En lo que se refiere al conteo de coliformes totales, se puede evidenciar que al primer dia de
elaborado el queso fresco con aceite esencial de R. officinalis el anlisis de varianza ANOVA
que fue obtenido a través del programa estadistico INFOSTAT arroja los siguientes resultados
evidenciados en la tabla 10 donde se observa que obtenemos valores promedios de p= 5785, lo
cual indica que no es existe una diferencia significativa entre los tratamientos al primer dia de

elaborado.

Tabla 12 Andlisis de varianza de coliformes totales presentes evaluacion 1 dia

Fue_nte_gje Suma de G_rados de Cuadrado Medio F P.valor
variacion cuadrados libertad
Modelo. 95,23 3 31,74 0,7 0,5785
Tratamientos 95,23 3 31,74 0,7 0,5785
Error 363,34 8 45,42
Total 458,57 11
Coeficiente
de variacion: 56,47

Fuente: Ramiro Jaramillo
Al no obtener diferencias significativas se realizé la prueba estadistica para comprobar si existe

diferencia de las medias, entre tratamientos tal como lo vemos en la tabla 11, utilizando el

método de Tukey.
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Tabla 13 Prueba de Tukey evaluacion coliformes totales 1 dia

Cddigo Medias n E.E. Significancia
Dosis de romero 0,05% 7,73 3 3,89 A
Testigo 12 3 3,89 A
Dosis de romero 0,15% 1233 3 3,89 A
Dosis de romero 0,10% 1567 3 3,89 A

Fuente: Ramiro Jaramillo

Esto implica que las condiciones de desarrollo de Coliformes totales fueron iguales para los tres
tratamientos y en el testigo. En este sentido segun Norma INEN 2829 (2013), para tener un
queso de buena calidad el pardmetro bésico de presencia de Enterobacterias y bacterias
coliformes totales es de 2x10? UFC/g. Para el queso fresco con aceite esencial de R. officinalis
los niveles promedios que estaban por debajo de lo indicado por la norma en los tres
tratamientos mas el testigo (tabla 9) para el primer dia de elaboraciéon. Este estudio de
coliformes totales también lo realizaron Rodriguez, Borras, Pulido, Garcia, (2015) en el que
sustenta que las coliformes totales son un importante indicador de contaminacion que advierte
de la posible presencia de otros microorganismos patogenos en el producto lacteo
comercializado, siendo su presencia un potencial riesgo de sintomatologia clinica para los
consumidores de los mencionados productos

Con respecto al conteo de coliformes totales en el queso fresco con aceite esencial de R.
officinalis a los ocho dias de elaborado se pudo observar que los mismos resultados se obtienen
en el analisis de varianza ANOVA (tabla 12) ya que el anélisis de varianza se tiene un valor de
p= 05964, lo que indica que cuyo valor no es significativo entre tratamientos es decir no arroja
diferencias sustanciales en el desarrollo de Coliformes totales en los diferentes tratamientos de

queso fresco con aceite esencial de R. officinalis

Tabla 14 Andlisis de varianza de coliformes totales presentes evaluacion 8 dias

Fue_nte_ Eje Suma de Grados de Cuadrado Medio F P_valor
variacion cuadrados libertad -
Modelo 44,92 3 14,97 0,67 0,5964
Tratamientos 44,92 3 14,97 0,67 0,5964
Error 180 8 22,5
Total 224,92 11
Coeficiente
de variacion: 21,64

Fuente: Ramiro Jaramillo
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Al no obtener diferencias significativas se realiz la prueba estadistica para comprobar si existe
diferencia entre las medias de los tratamientos tal como lo vemos en la tabla 13, utilizando el

método de estadistico de Tukey.

Tabla 15 Prueba de Tukey evaluacion coliformes totales 8 dias

Cadigo Medias n E.E. Significancia
Testigo 19 3 2,74 A
Dosis de romero 0,15% 21,67 3 2,74 A
Dosis de romero 0,10% 22,67 3 2,74 A
Dosis de romero 0,05% 24,33 3 2,74 A

Fuente: Ramiro Jaramillo

Como se puede evidenciar no existe diferencias entre las medias de los tratamientos por lo que
el queso fresco con aceite esencial de R. officinalis comparado con el queso fresco solo tuvieron
presencia de coliformes totales que estuvieron por debajo de lo requerido por la Norma INEN
2829 (2013), lo cual indica que el aceite esencial de R. officinalis no detiene mayormente el

desarrollo normal de las bacterias coliformes totales.

Estos resultados nos llevan a citar a Silva, Siqueira, Silva y Gil (2013), los cuales afirman que
el aceite esencial de R. officinalis es un producto con que actta débilmente contra las bacterias
gram-negativas ya que su control es principalmente dirigido a las bacterias gram-positivas lo
cual también afirma De acuerdo con Harris (2003), la estructura de la pared celular de las
bacterias gram-negativas se compone sobre todo de un lipopolisacarido que bloguea la
penetracion de aceites hidréfobos y evita la acumulacion de los aceites esenciales en la

membrana de las células diana, que confiere una mayor resistencia a estas bacterias.

Pero cuando se realiza la prueba de Coliformes totales del queso fresco de vaca con aceite
esencial de R. officinalis alos 16 dias se observa que no existen diferencias significativas entre
los tratamientos con un valor de p= 0,4783 como se lo ve en la tabla 14 de analisis de varianza
ANOVA.
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Tabla 16 Andlisis de varianza de coliformes totales presentes evaluacion 16 dias

Fuentes de Sumade Gradosde Cuadrado

variacion cuadrados libertad Medio F P_valor
Modelo 45510,92 3 15170,31 0,91 0,4783
Tratamientos 45510,92 3 15170,31 0,91 0,4783
Error 133460 8 16682,5

Total 178970,92 11

Coeficiente

de variacion: 77,77

Fuente: Ramiro Jaramillo
La prueba estadistica para comprobar si existe diferencia entre las medias de los tratamientos

tal se observa en la tabla 15, utilizando el método de estadistico de Tukey.

Tabla 17 Prueba de Tukey evaluacion coliformes totales 16 dias

Cddigo Medias n E.E. Significancia
Dosis de romero 0,05% 113,33 3 74,57
Dosis de romero 0,10% 128,67 3 74,57
Dosis de romero 0,15% 152,33 3 74,57
Testigo 270 3 7457
Fuente: Ramiro Jaramillo

w>>>

Se puede observar que los tratamientos con dosis de R. officinalis al 0,05; 0,10 y 0,15% tienen
conteos que estadisticamente son significativos con respecto al control que tiene poblaciones
mucho mayores de Coliformes totales, y que los conteos de ufc/g. son mucho menores en el
tratamiento con aceite esencial de R. officinalis. Analizando individualmente el testigo podemos
afirmar que el producto después de los 16 dias de ser procesado esta por encima de la Norma
INEN 2829 (2013), en lo que se refiere un queso de buena calidad pasando a ser un producto
de nivel aceptable con una lectura media de Coliformes totales de 2,7x10?, en correlacion a este
estudio Arguello, Lucero, Castillo, Escobar y Gallegos (2015), en un estudio de calidad de
quesos realizado en la ciudad de Riobamba indican que los quesos frescos consumidos en la
localidad tienen niveles que van por encima de las 4,7x10*, lo que implica que el producto
realizado tiene una mejor calidad que el producto comercial de la misma ciudad, pero con el
queso fresco con aceite esencial de R. officinalis el conteo de UFC de coliformes totales es

menor en todos los tratamiento existiendo a los 16 dias una diferencia con el testigo.

Por otro lado en lo que se refiere al conteo de Staphylococcus aureus se pudo evidenciar que al
dia uno de anélisis de varianza ANOVA (tabla 16) no se observa diferencias significativas entre
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los tratamientos ya que obtiene un valor de p= 0,2645, es decir, todos los tratamientos tienen

las mismas caracteristicas a nivel estadistico.

Tabla 18 Andlisis de varianza de Staphylococcus aureus presentes evaluacion 1 dia

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado = |
variacion cuadrados libertad Medio p_valor
Modelo 630,33 3 210,11 1,6 0,2645
Tratamientos 630,33 3 210,11 1,6 0,2645
Error 1051,33 8 131,42
Total 1681,67 11
Coeficiente
de variacion: 57,8

Fuente: Ramiro Jaramillo

Al realizar la prueba estadistica para comprobar si existe diferencia entre las medias entre los

tratamientos tal como lo se observa en la tabla 17, utilizando el método de estadistico de Tukey

se observa que no hay diferencia entre las medias del tratamiento.

Tabla 19 Prueba de Tukey, evaluacion Staphylococcus aureus 1 dia

Cadigo Medias n E.E. Significancia
Dosis de romero 0,15% 11,67 3 6,62 A
Testigo 15,67 3 6,62 A
Dosis de romero 0,05% 21 3 6,62 A
Dosis de romero 0,10% 31 3 6,62 A

Fuente: Ramiro Jaramillo

Tomando en cuenta lo que dice la Norma INEN 2829 (2013), donde se sefiala que un queso es

considerado de buena calidad si tiene menos de 10 UFC/g. dentro de sus resultados

microbioldgicos y si tiene menos de 10? UFC/g. es considerado un queso de nivel aceptable por

lo cual en base a la Tabla. 6. Resultados de anélisis microbioldgicos en Staphylococcus aureus

en los diferentes tratamientos se puede evidenciar todos los tratamientos se encuentran por

debajo a lo solicitado en la norma nacional evidenciandose lo Gtil que es trabajar con buenas

practicas de higiene.

Evaluando la presencia de Staphylococcus aureus a los ocho dias de elaborado el queso fresco

con aceite esencial de R. officinalis se puede observar que en el analisis de varianza ANOVA

tabla 18 presenta diferencias significativas con valores de p= 0.001
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Tabla 20 Analisis de varianza de Staphylococcus aureus presentes evaluacion 8 dias

Fuentes de Sumade Gradosde Cuadrado

variacion cuadrados libertad Medio F p_valor
Modelo 53860,92 3 17953,64 16 0,0010
Tratamientos 53860,92 3 17953,64 16 0,001
Error 8977,33 8

Total 62838,25 11

Coeficiente

de variacion: 52,14

Fuente: Ramiro Jaramillo
Al realizar la prueba de Tukey la cual se refleja en la tabla 19, se puede ver que existen
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos principalmente entre los

tratamientos de queso fresco con aceite esencial de R. officinalis y el testigo que no lo tiene.

Tabla 21 Prueba de Tukey evaluacion Staphylococcus aureus 8 dias

Cadigo Medias n E.E. Significancia
Dosis de romero 0,15% 18 3 19,34 A
Dosis de romero 0,10% 28,67 3 19,34 A
Dosis de romero 0,05% 30,33 3 19,34 A
Testigo 180 3 19,34 B

Fuente: Ramiro Jaramillo

En conclusion se puede aprecia que entre los tratamientos evaluados con la presencia de
Staphylococcus aureus, sobresalen los tratamiento de queso fresco con aceite de R. officinalis
en las diferentes dosis comparada con el testigo, ya que tienen un mejor control de la bacteria
analizada y no permiten el desarrollo de unidades formadoras de colonias de
Staphylococcus aureus, pero todavia no se observa diferencias significativas entre estos tres
tratamientos durante los primeros ocho dias. En colacién a esto Silva, et, al. (2013) En la
conclusion de su estudio que el aceite esencial de R. officinalis tiene un efecto inhibidor contra
diversas cepas de organismos patdgenos como S. aureus que pueden usar al queso fresco como
medio de cultivo y que puede ser utilizado para controlar estos microrganismos como
conservante, pero su uso debe ir combinado con otras técnicas de conservacion.

Por ultimo en el analisis de varianza ANOVA a los 16 dias tabla 20 se puede observar que no
existen diferencias significativas entre los tres tratamientos con el testigo es decir que ninguno

sobresale estadisticamente sobre el resto por lo cual se obtiene un valor de p=0.6419 lo que
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indica que no existio mayor control para Staphylococcus aureus con la adicion de R. officinalis

en queso fresco de leche de vaca.

Tabla 22 Andlisis de varianza de Staphylococcus aureus presentes evaluacion 16 dias

Fuentes de Suma de Gradosde Cuadrado

variacion cuadrados libertad Medio F p_valor
Modelo 19045,58 3 6348,53 0,58 0,6419
Tratamientos 19045,58 3 6348,53 0,58 0,6419
Error 86921,33 8 10865,17

Total 105966,92 11

Coeflc_len_tg - 67.72

de variacion:

Fuente: Ramiro Jaramillo
Al realizar la prueba de Tukey la cual se refleja en la tabla 21, se puede ver que no existen
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos obteniendo medias no

significativas entre los tratamientos analizados

Tabla 23 Prueba de Tukey evaluacion Staphylococcus aureus 16 dias

Cddigo Medias n E.E. Significancia
Dosis de romero 0,15% 113,33 3 60,18 A
Dosis de romero 0,10% 139 3 60,18 A
Dosis de romero 0,05% 143,33 3 60,18 A
Testigo 220 3 6018 A

Fuente: Ramiro Jaramillo

En lo que se refiere la Norma INEN 2829 (2013), sefiala que los quesos gque se encuentra con
presencia inferiores a 102> UFC/g. es considerado un queso de nivel aceptable, pero el queso
fresco con aceite esencial de R. officinalis obtiene valores por encima de 1.3x102 UFC/g.
Estando por encima del valor necesario de la norma, ademas el testigo tiene un conteo de
Staphylococcus aureus de 2.2x10> UFC/g. lo que implica que el control tuvo un nivel de
infestacion mucho mas alto que el de los tratamientos con el aceite esencial este deficiente
control lo sustenta también los investigadores Magua, Romero, Garro y Okulik (2006), las
bacterias gram-negativas resultan ser mas sensibles a los terpenoides presentes en el aceite
esencial de R. officinalis esto es en base que los mecanismos de accién de dichos compuestos
es la disrupcion de la membrana celular de la bacteria desestabilizando el empaquetamiento de
la bicapa lipidica, produciendo la muerte celular de la bacteria, en contrate las bacterias gram-
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positivas tienen una estructura celular multicapa (red de mureina muy desarrollada y llega a
tener mas de cuarenta capas), por lo tanto Arguello, et, al (2015) menciona que es de suma
importancia la aplicacion de buenas practicas de higiene a lo largo de la cadena de produccion

de los establecimiento de lacteos para asegurar la calidad alimentaria
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

El queso fresco de leche de vaca con aceite esencial de R. officinalis tuvo un efecto inhibidor
sobre el crecimiento de bacterias como Staphylococcus aureus en las diferentes dosis de la
investigacion a los 8 dias de elaboracion, los mejores resultados se obtuvieron con la dosis de
0,15% de aceite esencial de R. officinalis. A mayor concentracion del aceite esencial en el queso
fresco menor fue el crecimiento de coliformes totales y Staphylococcus aureus.

El aceite esencial de R. officinalis preservo al queso fresco del deterioro oxidativo y mantuvo
mas bajos los niveles de oxidacion frente al tratamiento testigo, siendo el tratamiento con la
dosis de 0,15% de aceite esencial de R. officinalis el que mejor resultado de actividad

antioxidativa tuvo a lo largo del ensayo.
El efecto inhibitorio del aceite esencial de R. officinalis en las diferentes bacterias patégenas

fue dependiente de la cantidad de dias de conservacion y de la carga microbiana inicial del

microorganismo presente en el queso fresco.
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RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones futuras encaminadas a estudiar en forma méas profunda la de adicion
de los aceites esenciales para poder verificar el impacto sobre las propiedades mecénicas y
funcionales de los quesos frescos, y asimismo sobre las caracteristicas sensoriales del alimento

tratado.

El desafio de la fabricacion de alimentos es evitar la contaminacion por parte de organismos
patdgenos en los lugares donde estos son elaborados y almacenados, para ello tienen que tener
implementados rigurosos programas de salinizacion y limpieza, con lo cual se ayuda en gran
manera a utilizar sustancias naturales de conservacion como aceites, extractos, los cuales

ayudan a preservar y mantener la calidad e inocuidad de los alimentos.
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