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RESUMEN

Los quesos frescos, procedentes de la industria artesanal rural del Ecuador, enfrentan graves
problemas de inocuidad y conservacion, resultado de la pobre aplicacion de buenas practicas
de manufactura durante el proceso de produccién y almacenamiento del queso. El presente
estudio procura brindar una alternativa de conservacién del queso, mediante el uso de una
mezcla de aceites esenciales microencapsulados, como agente antimicrobiano. Los aceites
esenciales, se extrajeron de las especias aromaticas comestibles con rendimientos adecuados
de Coriandrum sativum L. (cilantro) 0,2247 %, Apium graveolens L. (apio) 0,1268 % y
Thymus vulgaris L. (tomillo) 0,3298 %. Se empleo la tecnologia “Spray dryer” con adicion
de goma ardbiga y maltodextrina a los aceites esenciales para lograr una adecuada
microencapsulacion, con un rendimiento superior al 70 %, de las mezclas de los aceites
esenciales para ser empleadas como aditivo alimentario en quesos. Se formularon quesos
frescos con el empleo del material microencapsulado y se valord la calidad microbioldgica
de los quesos elaborados, la cual fue adecuada pues no se observd crecimiento microbiano
durante el periodo de estudio para los microorganismos patdgenos E. coli, S. aureus y
Salmonella spp (NTE, 2012).
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Aceites esenciales, microencapsulaciéon, quesos frescos, crecimiento

microbiano.



ABSTRACT

Manufactured fresh cheeses, from the rural industry of Ecuador, face serious problems of
innocuousness and conservation, as a result of the poor application of good manufacturing
practices during the process of cheese production and storage. The present study seeks to
provide an alternative for the conservation of cheese, through the use of micro encapsulated
essential oils, as an antimicrobial agent. The essential oils from the edible aromatic spices
Coriandrum sativum L. (coriander), Apium graveolens L. (celery) and Thymus vulgaris L.
(thyme) were extracted with adequate yields. "Spray dryer" technology was employed with
the addition of arabic gum and maltodextrin to the essential oils in order to achieve an
adequate microencapsulation, with a yield higher than 70%, of the mixtures of essential oils
to be used as a food additive in cheeses. Fresh cheeses were formulated using
microencapsulated material and the microbiological quality of the processed cheeses was
assessed, which was adequate since no microbial growth was observed during the study
period for the pathogenic microorganisms E. coli, S. aureus and Salmonella spp.
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INDICE

CAPITULD L. ettt bbbt 1
1.1. INTRODUGCCION ...ttt ettt ettt sas e as st es s esas et asstssssneseseetesenas 1
1.2.  Planteamiento del problema.. ... 3
1.3, OBJETIVO GENERAL ettt sttt 3
1.4.  OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ououivivereiieictetete ettt sttt asae e 3

CAPITULO 11, ottt 4
2.1. FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION........cooveveeeeeveeeeeteeeeeeeeeeeesssenesen s 4

2.1.1. PLANTAS AROMATICAS COMESTIBLES. .....cvviieieeeeeeeeeteeeteeteteeesesesesessesssesasssesesensnsnns 4
Thymus vulgaris L. (TOMILLO).......ooiiicuiieeeccieee ettt e et e e s ette e e e evtee e e erteeessbaaeesssaneessssneessnnes 5
2.2, ACEITES ESENCIALES.......coittiiitiiteeteete ettt sttt ettt sve e sttt et e bt e sbe e satesabesbeebeens 7

2.2.1. COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES. ....cvovevvevveveeeececeeeeeeeeeeseeeeeneenas 7

2.2.2. METODOS DE OBTENCION DE ACEITES ESENCIALES ......ocveveveeceevcveeeeeeeeeeeeseeees s 8
B T N 1 VL © N TP PRTRRRRN 9
2.4, ANTIOXIDANTES. ..ttt ettt sttt ettt s bttt st st e e sbeesbeesaeesabesbeebeenbeesmeeeneeennean 10
2.5.  AGENTES ANTIMICROBIANOS. -....ooiiiiiieteeteesteentee sttt et ettt st st sbe e e b e smeeeaeeeneeas 10
2.6. MICROENCAPSULACION. ...ttt teeesees s s s s s s s s st sssssssssssasssnena 11
P SR O 10 ] 21 @ B 1 {1 61 J RN 11

CAPITULO T, ottt sttt sttt ettt nse s 13

3.1.  METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION ......cctumiiriuiiiiiiiinrieiseesesseeesseseseisesseisssssessansaes 13
3,11 LOCALIZACION ..ottt 13
3.1.2. TiP0 de INVESLIZACION.....cci it e s e e 13
3.1.3. Métodos de INVESTIZACION .......cccivcuiiiiiciiiee e earee e 13

3.2.  Disefio de 1a INVESTIZACION......cccuiiieeiiee ettt et e e e e e e e e e e aree e e eareeas 13
3.2.1. Equipos, materiales, utensilios, reactivos e instrumentos...........cccceeeecvveeeccieeeeennes 13

3.3.  SELECCION Y PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL.....cocveveverererereeeeeeeeeeeeenenesenenenenenens 14

3.4. EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES DE LAS PLANTAS AROMATICAS COMESTIBLES:
Coriandrum sativum L. (CILANTRO), Apium graveolens L. (API0O) y Thymus vulgaris L. (TOMILLO)
14

3.5.  PREPARACION DE LA MEZCLA DE LOS ACEITES ESENCIALES DE LAS PLANTAS
AROMATICAS COMESTIBLES: Coriandrum sativum L. (CILANTRO), Apium graveolens L. (APIO) y

Thymus vulgaris L. (TOMILLO).......ooiiiciiieeeciiee ettt e ettt e ettt e e e etee e e ettt e e e eeatae e e e asaeeesenssesesansaeeanan 15
3.6. MICROENCAPSULACION DE LA MEZCLA DE LOS ACEITES ESENCIALES. .......cocvvevveerernnnen. 16
3.7.  EFICACIA DE LA MICROENCAPSULACION ......cocvivevieererieereseaesesesie s snaes 16
3.8. PREPARACION DEL QUESO FRESCO CON LAS MICROCAPSULAS DE LA MEZCLA DE LOS

ACEITES ESENCIALES ...ttt ettt et ettt e e e e e e et e e e e e s s s sanreeeeeeeeeessaunnereeeeaaesanan 17

3.9.  ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LOS QUESOS FRESCOS......coevrenrrrrrensresrenessenssessneessnans 18



3.10. DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO .......ctttiiiieeeiieeeeeieee e e e enree e e s 18

CAPTTULO IV ettt ettt et et et e e e e e e e e e e et et eeeeeeeeeeeeeeeeaeese s e e et eneeeseneaanseensesseesensenseneeneaneseens 20
4.1, RESULTADOS ESPERADOS ....veeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesseeesssessssessesessesessesesseesseesneeas 20
4.1.1 SELECCION Y PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL....oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenens 20

4.1.2. EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES DE LAS PLANTAS AROMATICAS COMESTIBLES:
Thymus vulgaris L. (TOMILLO), Coriandrum sativum L. (CILANTRO), Y Apium graveolens L.
7Y 24 0 ) TR R RRRRPRP 20

4.1.3. RENDIMIENTO DE LA MICROENCAPSULACION DE LOS ACEITES ESENCIALES DE LAS
PLANTAS AROMATICAS COMESTIBLES: Thymus vulgaris L. (TOMILLO), Coriandrum sativum L.
(CILANTRO), Y Apium graveolens L. (APIO). ....coccuiii e eccieee ettt ectre e esre e e e sare e e ssare e e ssnrneeean 21

4.1.4. ELABORACION DEL QUESO FRESCO CON LA ADICION DE LAS MICROCAPSULAS DE LA
MEZCLA DE LOS ACEITES ESENCIALES DE LAS PLANTAS AROMATICAS COMESTIBLES: Thymus

vulgaris L. (TOMILLO), Coriandrum sativum L. (CILANTRO), Y Apium graveolens L. (APIO). ....... 22
4.1.5. ANALISIS MICROBIOLOGICOS EN LOS QUESOS FRESCOS CON Y SIN LAS MICROCAPSULAS
DE LA MEZCLA DE LOS ACEITES ESENCIALES......ccoiitiiiiiiiiiiitiieeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseesseseees 23
CAPITULO V. ettt ettt ettt sttt s h ekt ea et e s bt et e bt ea s e eesae e teebeeatenbesaeeneesbeensentesntans 26
5.1. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.......ccctiitetieieienieeie st siteiesteeee sttt saeeseeseeeneens 26
5.1.1. CONCLUSIONES ...ttt sttt ettt sttt sttt et st e sbeeat et bt et e nbesaeeeesaeeneas 26
5.1.2. RECOMENDACIONES ...ttt sssssssssnnnas 26
CAPITULO VI oottt bbb 27

6.1, BIBLIOGRAFIA ...ttt et e e e e et et et et e e et eeeeeeeee s et e e eeeaeeeeeeeaaen 27



Indice de tablas

Tabla 1 Clasificaciéon taxonémica de Thymus vulgaris L (TOMIllO). ...ceccveeiiieeiieeecieeciee e 5
Tabla 2 Clasificacion taxondmica de Coriandrum sativum L. (Cillantro) .......ccccccoovevvvveeeeeeciiiecnneennnnn. 5
Tabla 3 Clasificacidon taxondmica de Apium graveolens L. (APiO) .....c..eeevcvveeeeciveeeeiiieeeecreeeeeieee 6
Tabla 4 Composicion nutricional del qUESO freSCO. ....uiiiiiiiiiiiciie e 11
Tabla 5 Equipos, materiales, utensilios, reactivos € instrumentos. .......ccccvveeeecieeeeecieee e, 12
Tabla 6 Rendimientos de aceites esenciales sobre la base del peso seco para cada especie vegetal.
.......................................................................................................................................................... 19
Tabla 7 Resultados de la elaboracidn del queso fresco con las microcapsulas de la mezcla de los
ACEIEES ESENCIAIES. .ueeiiiiee ettt e e e e e e et e e e e e e e e st e ra e e e e e e e e e abtraaaaeeeeeeaarrbaaeaaeeaaas 21
Tabla 8 Resultados del analisis microbioldgico realizado a los quesos elaborados, con y sin los
aceites esenciales MIiCroeNCAPSUIATOS. ....ccovviiiiiiciiiie et e s e e e sbre e e s sbeeeessanee 23

Tabla 9 Otras Enterobacterias 24



Indice de ilustraciones

llustracion 1 Equipo extractor de aceites esenciales FIGMAY® (Argentina)......ccccccceeveeevveeeveeennne. 14
llustracion 2 Blichi Mini Spray Dryer B-290 ..........ccioiiiiieiiiee ettt eevee et e e e e e 15
llustraciéon 3 Dispersor de alta velocidad M-TOPS® SR-30.......ccccviiiiiiiieeeiiiee e e e 16
llustracién 4 Diagrama de flujo de proceso de descripcion del procedimiento. ........cccccvvveeeeeeennn. 16

llustracion 5 Diagrama de flujo de proceso de descripcidn del procedimiento. .........cccceevveeenneen. 18


file:///D:/Proyecto%20Robin,%20revisado.docx%23_Toc534295934
file:///D:/Proyecto%20Robin,%20revisado.docx%23_Toc534295935

CAPITULO I.
INTRODUCCION

La industria artesanal de quesos esta distribuida en casi todas las comunidades de las provincias
del Ecuador, aunque, es importante destacar que en la Amazonia no hay una presencia
importante de queseras, si se compara con laregion sierra 'y la costa, debido a que en la Amazonia
el ganado bovino no tiene una produccion de leche significativa, en promedio 4,1 litros/vaca/dia
(Censo Agropecuario MAC, INEC).

Las queseras artesanales pueden ser un negocio familiar, una empresa privada o una empresa
comunitaria, manejan volimenes muy pequefios de leche que van desde 150 litros por dia 'y en
el mejor de los casos 2000 litros dia; son generadoras de empleo dentro de las comunidades, su
principal producto es el queso fresco. Se define asi, al queso que no tiene ningun proceso de
maduracion con alto contenido de humedad, esta puede ser desde un 50% a 70%. El alto
contenido de humedad y el valor nutritivo que tiene este alimento lo hace susceptible a la
contaminacion microbiana, lo que reduce su tiempo de vida Util. Las pequefias queseras, generan
un volumen importante de quesos, pero frecuentemente se cuestiona la inocuidad del producto.
La creciente conciencia y preocupacion por la calidad y la inocuidad de los quesos han
Ilevado al desarrollo de técnicas alternativas de conservacion que estan siendo investigadas
para su aplicacion, en las cuales se utilizan ingredientes de origen natural como agentes
preservantes; especias y plantas aromaticas conocidas por proporcionar aroma y sabor a los
alimentos, son ampliamente utilizados y si se llegan a utilizar como un aditivo; en las
normativas se las clasifican como “sustancia reconocido como segura (GRAS por sus siglas
en inglés)” lo cual indica que no necesitan estudios adicionales para que se puedan

comercializar.

Los extractos de plantas aromaticas, en algunos casos son ricos en compuestos fenolicos,
tales como los acidos fendlicos, flavonoides y metabolitos secundarios de las plantas como
los aceites esenciales (AEs), (compuestos aromaticos volatiles que se encuentran en las
semillas, la corteza, los tallos, las raices, las flores y otras partes de las plantas), los cuales,
son sintetizados, almacenados y liberados al ambiente por una gran variedad de estructuras
epidérmicas, cuya morfologia es caracteristica de cada grupo taxonémico. Sin embargo, la
mayoria de las especies almacenan los compuestos volatiles sintetizados en estructuras
especializadas denominadas, en general, tricomas glandulares (Usano-Alemany, Jaime.,
Pala-Paul, Jesus., Diaz, 2014).



En particular, los AEs han despertado el interés como conservantes potenciales de los
alimentos y tienen una amplia aceptacion por parte de los consumidores por ser considerados
sustancias naturales. Los AEs son compuestos volatiles, que conforman en general mezclas
complejas y que se caracterizan por un olor caracteristico. Ademas de su uso como agentes
de sabor en los alimentos, algunos AEs exhiben propiedades antibacterianas, antifungicas y
antioxidantes (de Oliveira, T. L. C., de Carvalho, S. M., de Araudjo Soaresa, R., Andradeb,
M. A., Cardoso das, G., Ramos, M. E. M. & Picollia, 2012).

Estos productos de origen natural pueden extender la vida util de quesos mediante la
reduccion o la eliminacion de la supervivencia de las bacterias patégenas y mejorar la calidad
general a traves de la inhibicion de la rancidez oxidativa (Bandyopadhyay, M., Chakraborty,
R. & Raychaudhuri, 2008). Los polifenoles de extractos de plantas y los AEs se han utilizado
en diferentes matrices de alimentos para mejorar la estabilidad oxidativa de los lipidos. Solo
unos pocos estudios han analizado la adicién de antioxidantes para minimizar las reacciones
oxidativas en los productos lacteos (Giroux, H.J., Houde, J., & Britten, 2010);(Boroski, M.,
Giroux, H. J., Sabik, H., Petit, H. V., Visentainer, J. V., Matumoto-Pintro, P. T. & Britten,
2012).

Todas las especies vegetales poseen la capacidad de producir compuestos de naturaleza volatil,
sin embargo, en la mayoria de los casos, lo hacen Gnicamente en proporciones de trazas, excepto
las consideradas como “plantas aromaticas”. Muchas de estas especies se cultivan en mayor o
menor escala porque producen esencias que tienen algun tipo de interés comercial (Usano-
Alemany, Jaime., Pala-Paul, Jesus., Diaz, 2014).

Los aceites esenciales y sus componentes son productos naturales considerados no
peligrosos para la salud humana, y que actualmente se le atribuyen importantes propiedades
funcionales, lo cual resulta atrayente para los consumidores (Singh, 1999). Muchos autores,
han reportado propiedades antioxidantes (Baratta, M, T., Dorman, H, J, D., Deans, S, G.,
Biondi, D., Ruberto, 1998); Deans, K, A., Youdim S, 2000) y antimicrobianas (Burt, 2004);
(Holley, R, A., Patel, 2005) las cuales son aportadas, ya sea por las especias 0 sus aceites
esenciales (Azizi, A., Yan, F., Honermeier, 2009).

Los AEs, al ser compuestos que provienen del metabolismo secundario, estan sujetos a
cambios en su produccion en funcion de las necesidades de la planta. Estos son el producto
final de un complejo proceso biolégico que se encuentra fuertemente condicionado por
diversos factores que van a determinar tanto la cantidad como la calidad del mismo (Usano
Alemany, 2012).



La cantidad de especies de plantas aromaticas comestibles que se produce y comercializa a
nivel mundial tiene una estimacion de crecimiento medio anual del 7%, siendo los mercados
de la industria farmacéutica, los suplementos dietéticos y la cosmética natural con base de
plantas, los que mayores rendimientos obtienen (Usano-Alemany, Jaime., Pala-Padl, Jesus.,
Diaz, 2014).

El principal motivo de estudio del presente tema de investigacion es determinar si la
microencapsulacion de los aceites esenciales de tres especies comestibles, tiene el efecto de
mejorar la calidad microbiologica del queso fresco. La mezcla de aceites esenciales,
permitira plantear una metodologia para la formulacion o elaboracion de quesos frescos con
las microcépsulas de aceites, lo cual ayudara a una prolongacion en el tiempo de vida Util
del producto, ademas de que proveera al producto la parte funcional de la mezcla de aceites,
haciendo de este un producto de mayor interés para el consumidor; la influencia del aceite
esencial en la calidad microbioldgica del queso, fue evaluada mediante analisis de

laboratorio.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los quesos frescos que se elaboran artesanalmente presentan a menudo problemas de
contaminacion microbiana que repercuten en la falta de seguridad para el consumidor y un

acortamiento en la vida atil del producto.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la calidad microbioldgica de quesos frescos artesanales con la adicion de mezclas

de aceites esenciales microencapsulados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Proponer una via para la microencapsulacion de mezclas de aceites esenciales
con vistas a su uso como aditivo alimentario en quesos.

2. Formular quesos frescos con el empleo del aditivo alimentario
microencapsulado.

3. Valorar la calidad microbiolégica en los quesos elaborados.



CAPITULO II.
2.1. FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION

2.1.1. PLANTAS AROMATICAS COMESTIBLES.
Las plantas aromaticas, por definicion, son aquellas que desprenden de sus hojas, raices, y

flores, un aroma mas o menos intenso. En cuanto a sus posibles usos cotidianos, cabe

destacar los siguientes:

1) Condimentos de alimentos para aportar sabor y aroma.
2) Remedios medicinales curativos o preventivos.

3) Repelentes naturales de plagas.

Algunas de las plantas aromaticas mas frecuentemente empleadas en la elaboracion de
alimentos son: Origanum majorana L. (mejorana), Ocimum basilicum L. (albahaca) y
Rosmarinus officinalis L. (romero), Coriandrum sativum L. (cilantro), Apium graveolens L.
(apio) y Thymus vulgaris L. (tomillo), (Sirocchi, V., Devlieghere, F., Peelman, N., Sagratini,
G., Maggi, F., Vittori, S., Ragaert, 2017).

Entre otras especias de plantas aromaticas cultivadas se ha demostrado que tienen
compuestos que proporcionan seguridad antimicrobiana en alimentos, los cuales estan
siendo empleados en la industria alimenticia, cosmética, de limpiadores y desinfectantes, de
perfumeria, entre otras se puede encontrar: Lavandula hybrida. (lavandin), Eucalyptus
globulus L. (eucalipto), Origanum vulgare. (orégano), Artemisia dracunculus. (estragon),
Melissa officinalis. (melisa), Ruta graveolens. (ruda), Angelica archangelica. (angélica),
Chrysopogon zizanioides. (vetiver), Salvia sclarea. (salvia moscatel), Salvia officinalis.
(salvia comun), Mentha piperita. (menta inglesa), Artemisia absinthium. (ajenjo),
Coriandrum sativum. (coriandro), Baccharis latifolia. (chilca), y Tagetes minuta. (suico),
(Ascerbi, 2012).

Thymus vulgaris L. (TOMILLO)

Es una especie de planta con flores de la familia de la menta, nativa del sur de Europa, desde
el Mediterraneo occidental al sur de Italia (Tabla 1). Es un arbusto de hoja perenne, de base
arbolada, con pequefias hojas aromaticas de color gris-verde y racimos de flores de color
purpura o rosa (Dorling, 2008). El tomillo crece bien en un clima de templado a calido, seco
y soleado (Hosseinzadeh, Saleh., Jafarikukhdan, Azizollah., Hosseini, Ahmadreza., Armand,
2015).


https://es.wikipedia.org/wiki/Thymus_vulgaris

Tabla 1 Clasificacion taxondmica de Thymus vulgaris L (Tomillo).

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Subfamilia | Nepetoideae
Tribu Mentheae
Género Thymus L. 1753

Fuente: (Dorling, 2008)

Thymus vulgaris L., presenta en su composicion, monoterpenos oxigenados: 56,53 %,
hidrocarburos monoterpénicos: 28,69 %, hidrocarburos sesquiterpénicos: 5,04 % y
sesquitepenos oxigenados: 1,84 % (KAYA, DURMUS., ARSLAN & RUSU, 2013).

La especie fue utilizada desde la antigiiedad por los griegos como un aromatizante en sus
templos y por los romanos en la cocina. Actualmente se usa en la industria alimentaria,
farmacéutica y cosmética (Shabnum, S., & Wagay, 2011). Posee propiedades antioxidantes,
antibacterianas, antiinflamatorias, antivirales y como insecticida (Marino, M. and Bersani,
1999).

Coriandrum sativum L. (CILANTRO).

Es una hierba anual, sus semillas y hojas son muy utilizadas en las cocinas tradicionales de
América Latina, India y China (Tabla 2). Es una fuente potencial de lipidos y su aceite
esencial es rico en linalol (Sahib N.G., Anwar F., Gilani A.-H., Hamid A.A., Saari N., 2013).

Tabla 2 Clasificacion taxondmica de Coriandrum sativum L. (Cilantro)

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Apiales

Familia Apiaceae
Subfamilia | Apioideae
Tribu Coriandreae
Genero Coriandrum
Fuente: (Torres-Aguirre, G. A., Mufioz-Bernal, O. A., Alvarez-Parrilla, E., Nufiez-

Gastélum, J. A., Wall-Medrano, A., Sayago-Ayerdi, S. G., & Laura, 2018).
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La composicién metabdlica del cilantro se basa principalmente en aceites esenciales, entre
ellos d-linalol, 70 a 90 % pineno, dipenteno, geraniol, felandreno, borneol, limoneno, cineol,
canfeno, citronelol, coriandrol y linalol (Infoagro, 1997).

En los paises en vias de desarrollo, Coriandrum sativum L., es utilizado en alimentos y como
medicamento natural por sus variadas propiedades, a nivel casero e industrial (Morales,
1995).

Sus actividades farmacologicas principales son: como antimicrobiano, antioxidante,
antidiabético, ansiolitico, antiepiléptico, antidepresivo, antimutagénico, antiinflamatorio,
antidislipidemico, antihipertensivo, neuroprotector y diurético (Sahib N.G., Anwar F., Gilani
A.-H., Hamid A.A., Saari N., 2013).

Apium graveolens L. (AP10).

Apium graveolens es una planta nativa de la llanura de Italia, donde se extendié a Suecia,
Egipto, Argelia, Etiopia e India. Las flores son pequefias y blancas, los dientes del caliz son
absolutos (Tabla 3). Posee cinco pétalos ovados agudos con puntas enharinadas (Fazal, S.
S., & Singla, 2012).

En los paises en desarrollo, el apio es utilizado en alimentos y medicinas. Se emplea
directamente en la cocina tradicional y en la industrializacion, como aditivo funcional
(Kooti, W., Ali-Akbari, S., Asadi-Samani, M., Ghadery, H., & Ashtary-Larky, 2015).

Tabla 3 Clasificacion taxondmica de Apium graveolens L. (Apio)

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Apiales
Familia Apiaceae
Género Apium
Fuente: (Kooti, W., Ali-Akbari, S., Asadi-Samani, M., Ghadery, H., & Ashtary-Larky,
2015).

2.2. ACEITES ESENCIALES.

Los aceites esenciales son sustancias a encontrar en las plantas, ya que estas los producen
con la finalidad de protegerse asi mismas de otras plantas invasoras, de animales, insectos,
hongos entre otros. Los AEs son un concentrado de aromas y sabores que estan constituidos
por una mezcla compleja de hidrocarburos, compuestos oxigenados y residuos no volatiles,

los cuales se hallan contenidos en las glandulas o vesiculas secretoras inmersas en los tejidos
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de las hojas, flores, corteza y semillas de los frutos (MARTINEZ, J.,, SULBARAN DE
FERRER, B., OJEDA DE RODRIGUEZ, G., FERRER, A., NAVA, 2003).

Los aceites esenciales de especies aromaticas han sido estudiados principalmente desde un
punto de vista de la quimica del aroma y fragancia. Su principal uso en los alimentos es para
contribuir a aromatizar y mejorar sensorialmente los productos (Asensio, C, 2013).

2.2.1. COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES.
Aceite esencial de Thymus vulgaris L. (Tomillo).

Segun Estudios realizados por diferentes autores (Shabnum, S., & Wagay, 2011), (Burt,
2004), (de Carvalho et al., 2015) y (Nemati, Barzegar, Khosravinezhad, & Talebi, 2017),
demuestran que en el aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) son 4 los compuestos que
mas denotan presencia porcentual, tales como timol (46,2 %), p-cinene (28,55 %), carvacrol
(18,31 %), y-terpinene (14,1 %), y que coinciden entre los ya mencionados y otros

compuestos mas.

Aceite esencial de Coriandrum sativum L. (Cilantro).

En diferentes estudios realizados, se ha encontrado por diferentes autores, (Curioni, A.,
Arizio, 1997), (Govermment, 2013), (Dyulgerov, N., & Dyulgerova, 2013)”, (Arak & Raal,
2013), (Khani & Rahdari, 2012), una elevada variabilidad en la composicion quimica del
aceite esencial de cilantro (Coriandrum sativum), la sola molécula que se encuentra en
cantidades relevantes en los 3 estudios, es el linalol, que se presenta en rangos de 58 a 82%.
De igual manera, sucede con el alcanfor que se encuentra en rangos de 3,02 a 5,3 % otra

molécula de gran presencia.

Aceite esencial de Apium graveolens L. (Apio)

En otros estudios realizados, por diferentes autores, (Curioni, A., Arizio, 1997),
(Govermment, 2013), (Dyulgerov, N., & Dyulgerova, 2013)”, (Arak & Raal, 2013), (Khani
& Rahdari, 2012), han encontrado una elevada variabilidad en la composicion quimica del
aceite esencial de apio (Apium graveolens), la sola molécula que se encuentra en cantidades
relevantes en los 4 estudios, es el D-limonene, que se presenta en rangos de 32,16 a 58,29
%. De igual forma pasa con la molécula de myrcene que se encuentra en rangos de 9,14 a

19,51 %, y la molécula de B-Selinene con rangos de 5,98 a 8,1 %.
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2.2.2. METODOS DE OBTENCION DE ACEITES ESENCIALES
EXTRACCION CON DISOLVENTES

En este método se utilizan muestras frescas o secas y molidas y disolventes volatiles como:
etanol y cloroformo, entre otros. Los disolventes solubilizan la esencia y extraen otras
sustancias (grasas y ceras) en forma de una oleorresina o0 extracto impuro. Se utiliza
generalmente solo a escala de laboratorio, por los elevados costos de los disolventes
orgénicos (Martinez, 2003; Molina, J. B., Vanegas, P., & Martinez-Correa, 2016).
EXTRACCION POR MICROONDAS.

Es una alternativa para la extraccion de aceites esenciales, la técnica puede utilizarse como
un método convencional como la hidrodestilacion. Es necesario modificar un horno de
microondas haciendo un orificio en la parte superior y conectando un matraz con un sistema
de refrigeracion (Bayramoglu, B., Shanin, S. y Sumnu, 2008).

Los beneficios son: la reduccién del tiempo y la disminucién de la energia que se consume.
Este método se puede emplear a escala industrial mediante reactores si se requiere un buen
manejo y seguridad (Bousbia, N., Vian, M. A., Ferhat, M. A., Petitcolas, E., Meklati, B. Y.,
Chemat, 2009).

DESTILACION POR ARRASTRE DE VAPOR.

La muestra vegetal fresca o seca, cortada en trozos pequefios, entra en una camara que es
sometida a una corriente de vapor de agua sobrecalentado. Asi, se arrastra la esencia
condensada, recolectada y separada de la fraccién acuosa. Este método se utiliza a nivel
industrial debido a su alto rendimiento y no se necesita de tecnologia sofisticada. (Peredo-
Luna, H., Palou-Garcia, E., Lopez-Malo, 2009).

El equipo més conocido para la destilacién por arrastre con vapor es la llamada trampa
Clevenger, considerada internacionalmente como la mas adecuada para la determinacién del
contenido total del aceite esencial de una planta aromatica. La trampa estd compuesta por un
balén, donde se deposita la materia prima molida y una cantidad conocida de agua pura. Se
le calienta constantemente y el aceite esencial, con el agua, se evaporan continuamente. Un
condensador acoplado al bal6n y un reservorio final permite separar el aceite esencial de la

mezcla condensada (Peredo-Luna, H., Palou-Garcia, E., Lopez-Malo, 2009).

2.3. ADITIVOS.

Basandose en la normativa de la Comunidad Europea (DOCE), la definicion de aditivos

alimentarios es la siguiente “cualquier sustancia que, normalmente, no S&€ consuma como
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alimento en si o ni se use como ingrediente caracteristico en la alimentacion,
independientemente de que tenga o no valor nutritivo, y cuya adicion intencionada a los
producto alimenticios, con un proposito tecnoldgico en la fase de su fabricacion,
transformacion, preparacion, tratamiento, envase , transporte o almacenamiento tenga , o
pueda esperarse razonablemente que tenga, directa o indirectamente, como resultado que el
propio aditivo o sus subproductos se conviertan en un componente de dichos productos

alimenticios (Europeas, 1988).

2.4. ANTIOXIDANTES.

Son compuestos quimicos utilizados en la industria alimentaria, para evitar la oxidacion
producida por el oxigeno o por la luz, en algunos alimentos como los zumos de frutas se les
adiciona con mas frecuencia acido ascorbico y tocoferol a los aceites y emulsiones con el fin
de evitar el enranciamiento de los mismos, preservar ciertas cualidades o caracteristicas
como son el color y el sabor (DURAN, 2001).

Los antioxidantes también no solo acttan sobre los zumos de frutas o las grasas si no también
restringe la oxidacién de otras sustancias como las proteinas y acido desoxirribonucleico, en
otras palabras los antioxidantes son las sustancias que en pequefias proporciones (menos
0,001 %) y en presencia de sustratos oxidables retardan o previenen significativamente la
oxidacion en los mismos (ALEX LOPEZ CORDOBA, 2012).

En la industria alimentaria se pueden identificar algunos recubrimientos activos elaborados
con laincorporacion de aceites esenciales. Su composicidn con base a terpenos y compuestos

fendlicos les confieren capacidad antioxidante y antimicrobiana (Rodriguez, 2011).

2.5. AGENTES ANTIMICROBIANOS. -

La eliminacion de la microflora mediante métodos fisicos no siempre es posible, en estos
casos, se necesita del uso de agentes antimicrobianos. El espectro de compuestos utilizado
para este proposito apenas ha cambiado en el tiempo. Encontrar nuevos compuestos con
actividad antimicrobiana, de toxicidad insignificante para los mamiferos y costo aceptable,
es uno de los retos de la investigacion fitoquimica (Belitz, H, D., Grosch, W., Schieberle,
2009).

Por otro lado, los consumidores prefieren alimentos minimamente procesados y elaborados
sin sustancias sintéticas (Appendini, P. & Hotchkiss, 2002). La industria alimentaria

investiga cada vez mas la sustitucion de las técnicas tradicionales de conservacion de
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alimentos (tratamientos térmicos intensos, salado, secado y conservacion quimica) por otros
nuevos. Ademas, la legislacion alimentaria estd experimentando una tendéncia de consumo
verde, que requiere menos aditivos alimentarios sintéticos y productos con menos impacto
en el medio ambiente (Burt, 2004). Es por esto que los productos naturales obtenidos de
plantas surgen como una importante alternativa para el control de microorganismos. Algunas
especies han demostrado tener compuestos que proporcionan seguridad microbioldgica en
alimentos. Muchos de estos compuestos como eugenol, citral, pineno, timol, acido cinamico
y carvacrol se caracterizan por una actividad antimicrobiana prominente (Konning, G. H.,
Agyare, C.& Enninson, 2004).

2.6. MICROENCAPSULACION.

Segln la definicion de varios autores, la microencapsulacion, es una técnica o proceso
tecnoldgico que permite contener o atrapar los componentes activos de un compuesto, con
el fin de preservar y mantener sus funciones, para una prolongacion en la utilizacién de los

componentes bioactivos (Hogan S, McNamee B, Dolores E, 2001), (Lopez, 2010).

Se han encontrado diversas razones por las cuales se ha empleado la técnica de
encapsulacion, una de ellas es proporcionar una barrera fisica entre los componentes
bioactivos sensibles y el medio ambiente, lo que permite estabilizar los ingredientes de los
alimentos durante el procesamiento y en el producto final, al reducir procesos de degradacion
como la oxidacion o la hidrolisis, lo que incrementa la biodisponibilidad de los principios
activos. Ademas, permite la liberacién del contenido a una velocidad controlada a lo largo
del tiempo o bajo condiciones especificas en el sitio deseado (NEDOVIC, V., Kalusevica,
A., Manojlovich, V., Levica, S., Bugarskib, 2011).

2.7. QUESO FRESCO.

El queso es un concentrado de leche sélida que se compone principalmente de proteinas y
grasas. Se consume en todo el mundo y constituye una parte integral de la dieta de la
poblacién (Han, J., Britten, M., St-Gelais, D., Champagne, C. P., Fustier, P., Salmieri, S. &
Lacroix, 2011). El queso procesado puede normalmente ser considerado como un producto
estable con una vida util razonable. Sin embargo, durante un almacenamiento prolongado se
encontrd que la exposicién a la luz influye en menor cantidad que a las elevadas temperatura,

ya que los cambios que sufren son notables por el aumento de la viscosidad del producto,
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produciendo efecto del pardeamiento del queso (Kristensen, D., Hansen, E., Arndal, A.,
Appelgren Trinderup, R. & Skibsted, 2001).

El queso aporta vitaminas A, D, B12 y B2, encargadas de proteger al organismo de posibles
infecciones, apoyando al buen funcionamiento del sistema nervioso y cardiovascular.
Contribuye a la regeneracion y mantenimiento de los tejidos del cuerpo por su gran contenido
proteico. Al ser un producto rico en calcio y fosforo favorece a la formacion y crecimiento
de los huesos (EDUVIRAMA, 2012). En la tabla 4 se presenta el contenido nutricional del

queso fresco.

Tabla 4 Composicion nutricional del queso fresco.

Composicion nutricional del queso fresco 100g de porcién comestible
Humedad % 46-57
Grasa % 18-29
Proteina % 17-21
Ceniza % -
Lactosa % -
Calcio % -
Fosforo % -
Sal 1.0-3.0
Ph 6.1
Valor nutrimental (kcal/100g) 25537
(Alais, 1985).

(Van, Hekken., Farkye, 2003).
(Garcia- Islas, 2006).

Segun estudios realizado por varios autores (Chavarrias, 2014), (Amiott, 1995), (Silva,
Guillermo., Gutuirrez, 2011), mencionan que el queso fresco posee una vida Gtil de entre 10
dias a 2 semanas a menos de 10° C, esto se debe a la carga microbiana que se desarrolla
durante su almacenamiento.

El control del crecimiento de bacterias, hongos y otros microorganismos durante el proceso
de almacenamiento, contribuye a una mayor vida util del queso (Chavarrias, 2014). Los
quesos que presentan un alto contenido de agua son proclives a un inmediato deterioro,
siendo este un motivo para el desarrollo de nuevas tecnologias que faciliten la prolongacion
de la vida util del producto, sin afectar sus caracteristicas nutricionales (Neila, S.P.S.
Richards., Isadora A.M, Barreto., Joao Borgues, 2016).
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CAPITULO II1.
3.1. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1.1. LOCALIZACION

La investigacion se llevd a cabo en los laboratorios de Quimica y Biologia de la Universidad
Estatal Amazonica, ubicada en el kildbmetro 2 y medio de la via Puyo - Tena (Paso Lateral)
de la ciudad de Puyo, Pastaza, con una altitud de 940 m.s.n.m., latitud de 0° 59" -1” y longitud
de 77949 0 W; y en el laboratorio de investigacion de la Facultad de Alimentos de la
Universidad Técnica de Ambato, ubicada en el campus Huachi en la avenida los Chaquis y
Rio Payamino ciudad de Ambato, Tungurahua, Ecuador.

3.1.2. Tipo de Investigacion

El presente proyecto sera una investigacion de tipo aplicada, la cual se fundamentara en la
experimentacion.

3.1.3. Métodos de Investigacion

Se emplearon métodos cuantitativos que permitieron controlar las variables independientes,
se realizaron calculos numéricos y andlisis estadisticos para establecer modelos de
comportamiento.

Para realizar el conteo de microorganismo y unidades formadoras de colonias se utilizé

la formula:

# colonias xfactor decimal de dilucion

UFClg=

factor dilucion (volumen de la simbra)’

3.2. Disefo de la Investigacién

3.2.1. Equipos, materiales, utensilios, reactivos e instrumentos

Tabla 5 Equipos, materiales, utensilios, reactivos e instrumentos.

e Balanza analitica ADAM. e Cristaleria comun de laboratorio,
Alemania. incluido material volumétrico.

e Balanza técnica THOMAS e Apio, Cilantro, Tomillo en estado
Scientific. TSXB4200C. Estados Seco.
Unidos.

e Extractor de aceites esenciales. e Dispersor de alta velocidad M-Tops®
FIGMAY®. Argentina SR-30
Agua destilada e Goma arabiga y maltodextrina

e FEtanol e leche de vaca cruda
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e Bichi Mini Spray Dryer B-290 e molde para quesos, mesas metalicas,
lira, cloruro de calcio, cuajo, sal,

agua.
e Pipetas e Fundas de resistencia térmica
e Placas Petri e Estufa

Micro pipetas Cofia, mandil, mascarilla, guantes de
latex.

Autoclave shenan LDZX-50FBS

e Incubadora memmert o

e VORTEX MIXER VM-300 o Refrigeradora R1-585 NO FROST

e Agar para cultivo peptone water e Agar para coliformes chromocult®

e Agar sangre e Tubos de ensayo, puntas para pipeta.

e Balanza Pioner™ e Plato agitador- calentador BOEGO
MSH-420

e Plato agitador IKA® CMAG HS 10 e Asa de Drigalski y Asa redonda de
platino

e Microscopio  MOTIC  IMAGES
PLUS2 ML.
Fuente: elaboracién propia

3.3. SELECCIONY PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL

Las especies vegetales comestibles: Coriandrum sativum L. (cilantro), Apium graveolens
L. (apio) y Thymus vulgaris L. (tomillo) fueron adquiridas en el mercado local por tratarse
de plantas domesticadas, de alto consumo por la poblacion.

Se separd el material foliar, se lavé con agua corriente y agua destilada, parte del
material vegetal se sometié posteriormente a secado al aire, a temperatura ambiente y a
la sombra, durante 72 horas y se dividié finamente con la ayuda de tijeras previo a la

extraccion.

3.4. EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES DE LAS
PLANTAS AROMATICAS COMESTIBLES: Coriandrum
sativum L. (CILANTRO), Apium graveolens L. (AP10O) y Thymus
vulgaris L. (TOMILLO)

Se empled la destilacién por arrastre con vapor mediante un equipo extractor de aceites
esenciales a escala laboratorio, fabricado por FIGMAY® (Argentina) para separar los aceites
mas ligeros que el agua (Figura 1).

Se colocaron cantidades exactamente pesadas del material vegetal seco de cada especie
vegetal (3 Kg de tomillo, 5 Kg de apio y 4 Kg de cilantro), en el extractor y se realizé la
extraccion de los aceites esenciales durante 30 minutos.

Posteriormente se separ0 la fase oleosa (fase superior) del agua a traves del dispositivo de

separacién del equipo. Se hizo el mismo procedimiento para las 3 especies vegetales.
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llustracion 1 Equipo extractor de aceites esenciales FIGMAY® (Argentina).

Se determind cuantitativamente el rendimiento para cada uno de los aceites esenciales a

partir del peso seco de cada planta aromatica, a través de la siguiente formula:

Pa *100

R(0) = Pm

Donde:

R (%) — rendimiento

Pa — peso del aceite (g)

Pm — peso del material vegetal seco ()

3.5. PREPARACION DE LA MEZCLA DE LOS ACEITES
ESENCIALES DE LAS PLANTAS AROMATICAS
COMESTIBLES: Coriandrum sativum L. (CILANTRO), Apium
graveolens L. (AP1O) y Thymus vulgaris L. (TOMILLO).

Para la preparacién de la mezcla de los aceites esenciales, primero se determind la
cantidad de aceite extraido de las plantas, para seguir con la formulacion planteada por
(GUEVARA 2018), en el cual sefiala que a concentraciones de 67,7 % de tomillo, 16,1
% apio y 16,1 % de cilantro, se garantiza una elevada actividad antioxidante y existe
potenciacion de dicha actividad biologica (sinergia). Luego, la mezcla de aceites (9,3
mL) fue trasladada hasta la ciudad de Ambato al campus de la UTA donde esta situada

la facultad de alimentos para la posterior microencapsulacion.
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3.6. MICROENCAPSULACION DE LA MEZCLA DE LOS
ACEITES ESENCIALES.

Para realizar la microencapsulacion de los aceites esenciales, primero se procedio a
realizar el pesado del material encapsulante (goma arabiga 9,3 g, maltodextrina 27,9 g),
luego se midio la cantidad 124 mL de agua para realizar la mezcla mediante un dispersor
de alta velocidad para facilitar la uniformidad entre el material encapsulante- agua-
mezcla de aceites esenciales, luego una vez obtenida una mezcla uniforme, se procedié
a programar el Spray Dryer para que trabaje a las condiciones Optimas y no tener
pérdidas o inconvenientes con el equipo; una vez obtenidos los aceites

microencapsulados se tomé el peso y verifico cual fue el rendimiento total.

3.7. EFICACIA DE LA MICROENCAPSULACION

Los analisis que son aplicados para medir la eficacia de la microencapsulacion tienen
como objetivo sefialar la cantidad de la sustancia activa que fue encapsulada dando de
esta manera una medida aproximada de la eficacia del procedimiento utilizado (Lopez,
2010).

llustracion 2 Biichi Mini
Spray Dryer B-290

MP
R(%) = * 100

Donde:
R (%) — rendimiento
MP — masa préctica (g)

MT — masa tedrica (Q)
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llustracion 3 Dispersor de alta velocidad
M-Tops® SR-30

3.8. PREPARACION DEL QUESO FRESCO CON LAS
MICROCAPSULAS DE LA MEZCLA DE LOS ACEITES
ESENCIALES.

Recepcién de Materia Prima (leche 7 L)

Filtracion =>  Impurezas
Pasterurizacion
65° C/30 MIN
Adicion de CaCl, | <= 40 °c, 0,25 mL/L
Adicion de cuajo | <= 38° C, 25 gotas/L
Reposo => 30 min
Corte de cuajada
delgsrlijr:reardo => 25 % del suero

Lavado de la cuajada <= Aguaad0°C

=) Mayor cantidad de suero

Segundo dessuerado

Adicion de sal, aceites microencapsulados
y amasado del queso

Moldeado y reposo de los quesos

Desmoldeado

Almacenamiento | mp> 4°C

llustracion 4 Diagrama de flujo de la elaboracion del queso fresco
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Se procedid con la elaboracion del queso fresco con siete litros de leche cruda, para
luego hacer una pasteurizacion lenta a 65° C/30 min, luego se bajé la temperatura a 40°
C para incorporarle a la leche 0,25 mL/L de disolucion de cloruro de calcio (95 % P/P )
pues el calcio que contiene la leche se separa por la accién de la pasteurizacion,
produciendo una descalcificacion parcial de las caseinas, haciendo perder la firmeza de
la cuajada, dando como resultados rendimiento inferiores a los esperados; se bajo
nuevamente la temperatura hasta los 38° C para afadir el cuajo (CHEESE-MIX®
REG.SAN.NO. 011251 INHQAN 1209) 25 gotas/10 L y se dejé en reposo la leche para
que se coagulara y obtener asi una buena cuajada. A continuacién, se realizé el corte de
la cuajada de forma horizontal y vertical, formando una cuadricula en la misma; se dej6
reposar por 5 min, se agito la cuajada y luego se retiro el 25 % del suero, a continuacion,
se le adiciond agua tibia a 40° C para realizar el lavado de la cuajada, con el fin de quitar
residuos del suero y bloguear el desarrollo de microorganismos dafiinos al queso.
Posteriormente, se volvio a retirar la mayor cantidad de suero de la cuajada para obtener
el queso, después se adiciond 12 % de sal y se dividio en dos partes iguales, para
adicionarle a una de ellas 0,5 % de la mezcla de aceites esenciales microencapsulados y
a la otra dejarla anicamente con la sal; luego, se procedié a colocar los quesos en los
moldes para obtener un producto compacto y uniforme, y asi permitirle que salga un
poco mas del suero que aun contenia, luego se desmoldo y se llev6 a almacenamiento a
4°C.

3.9. ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LOS QUESOS

FRESCOS.

Se siguieron los siguientes pasos para analizar microbiolégicamente los quesos
elaborados.

Se pes6 8,1 g del medio de cultivo: water peptona, y 26,5 g de agar para coliformes, en
estado sélido y se disolvio con agua destilada a una temperatura de 80° C por 15 min.
Se tomaron 9 mL de la disolucion de agar peptona con una pipeta y se colocaron en 20
tubos de ensayos para realizar las diluciones de 1:10.

Se sometio a autoclave el agar peptona y el agar para coliformes y todos los demas
materiales que se iban a utilizar en la siembra de los microorganismos, para asegurar la
esterilidad de los mismos y no tener contaminaciones antes de iniciar la siembra.

Se tomaron muestras de 10 g de cada uno de los dos quesos frescos elaborados, el

primero con las microcépsulas y el segundo sin las microcéapsulas, luego se afiadié 90
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mL de agua destilada, previamente esterilizada en la autoclave, a los 10 g de queso;
posteriormente se mezclo cuidadosamente el agua afiadida con la totalidad de la muestra
tomada de cada queso y, de los liquidos sobrenadantes se tomaron, con una micropipeta,
sendas alicuotas de 1 mL y se vertieron a los dos primeros tubos de ensayo, Finalmente
se aplico una dilucion de 1:10.

Se tomaron 100 pL de cada tubo de ensayo y se los adicion0 a las diferentes cajas Petri
que contenian el agar para coliformes. Se realizo la siembra superficial con el asa de
Drigalski, se rotularon cada una de las cajas Petri con la muestra diluida del queso, se
las llevo hasta la incubadora a 37° C para dejar reposar por un periodo de 24 horas y

posteriormente realizar la toma de resultados.

3.10. DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO

En este diagrama se muestran los pasos a seguir durante todo el periodo del proyecto de
investigacion, desde la extraccion de los aceites esenciales hasta los resultados
microbioldgicos que se obtuvieron, a partir de la incorporacién de las microcapsulas de
la mezcla de los aceites esenciales en el queso fresco, con el objetivo de determinar si

hay mejoras en la calidad microbioldgica de los mismos.

Recepcion de la Materia
Tomillo — apio - cilantro ———» Prima

Seleccion del material
vegetal

Secado del materia
vegetal

Extraccion de los aceites
esenciales.

Mezcla de los aceites
esenciales

) o Microencépsulacion de . .
AEs de Tomillo — apio - cilantro —» los aceites esenciales <«—— Goma arabiga y maltodextrina

Elaboracién del queso
Microcapsulas de AEs —> fresco

Analisis microbiologicos (E.
coli, Salmonella spp., S. aureus)

llustracion 5 Diagrama de flujo de proceso de descripcion del procedimiento.
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CAPITULO IV,
RESULTADOS

SELECCION Y PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL

Se empled material vegetal seco de Thymus vulgaris L. (TOMILLO), Coriandrum sativum
L. (CILANTRO), y Apium graveolens L. (APIO), , ya que se conocia que estas especias una
vez sometidas a secado, producian aceites esenciales con un mayor potencial antioxidante
que en estado fresco (GUEVARA, 2018). Para la obtencion del material seco se seleccion6
el método de secado al aire, a temperatura ambiente y a la sombra, durante 72 horas,

para lograr en lo posible que se volatilizaran minimamente los aceites a emplear.

41.2. EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES DE LAS
PLANTAS AROMATICAS COMESTIBLES: Thymus vulgaris L.
(TOMILLO), Coriandrum sativum L. (CILANTRO), Y Apium
graveolens L. (API10O).

Para la obtencidn de los aceites esenciales se utilizd la destilacion por arrastre con vapor por
ser un método en el cual se obtienen buenos rendimientos, ademas, por su facilidad de uso

y manejo a escala de laboratorio (Peredo-Luna, H., Palou-Garcia, E., Lépez-Malo, 2009).

Los rendimientos calculados para cada uno de los aceites esenciales, sobre la base del peso

seco de cada planta aromatica, se reflejan en la Tabla 6.

Tabla 6 Rendimientos de aceites esenciales sobre la base del peso seco para cada especie vegetal.

Apium graveolens L.  Coriandrum sativum L. Thymus vulgaris L.
0,1268 0,2247 0,3298

Fuente: Elaboracion propia

Rendimiento
Seco (%)
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4.1.3. RENDIMIENTO DE LA MICROENCAPSULACION DE LOS
ACEITES ESENCIALES DE LAS PLANTAS AROMATICAS
COMESTIBLES: Thymus vulgaris L. (TOMILLO), Coriandrum
sativum L. (CILANTRO), Y Apium graveolens L. (APIO).

Para determinar el total del rendimiento de la microencapsulacion de la mezcla de los
aceites esenciales, se calculo el peso de cada compuesto utilizado para la misma, tales
como: la mezcla de los aceites (9,3 mL, correspondiente a 8,23 g), la goma arabiga (9,3
g), la maltodextrina (27,9 g) y el agua destilada (124 mL).

El rendimiento de microencapsulacion (RE) se calcul6 empleando la expresion siguiente
(Hogan S, McNamee B, Dolores E, 2001):

Masa practica * 100 %
RE =

Masa tedrica

33,09 * 100 %
RE =
45,4 g

RE=72,6%

Se puede apreciar que el rendimiento de la microencapsulacion de los aceites esenciales
fue muy alto 72,6 % (Restrepo, Jaime., Vinasco, Luz, E., Jaramillo, Lorena P.,
Colmenares, 2009), (Lopez, 2010), con una leve pérdida debido posiblemente a la
temperatura de entrada de aire caliente 100 a 200 °C, hacia la cdmara, y que por accion
de esta temperatura y por el tiempo que las particulas de microcépsulas quedaron
adheridas a las paredes de la cAmara estas se pueden quemar, dejando una pérdida

inevitable; también existio una pérdida cuando se retird el material del “Spray Dryer”.
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4.1.4. ELABORACION DEL QUESO FRESCO CON LA ADICION
DE LAS MICROCAPSULAS DE LA MEZCLA DE LOS ACEITES
ESENCIALES DE LAS PLANTAS AROMATICAS COMESTIBLES:
Thymus wvulgaris L. (TOMILLO), Coriandrum sativum L.
(CILANTRO), Y Apium graveolens L. (AP10O).

Para la obtencién del queso fresco se necesitaron siete litros de leche de vaca cruda, de
los cuales se obtuvo un rendimiento de 990 gramos de queso fresco, donde se esperaba
que la adicién de las microcapsulas de la mezcla de los aceites esenciales mejorase
gradual y potencialmente las caracteristicas microbioldgicas en el queso fresco, ya que
en estudios anteriores (Ruiz, 2014), (de Carvalho et al., 2015), se demostré que la
incorporacién de algunos aceites esenciales, como el aceite de Thymus piperella,
ocasiona una efectiva inhibicién microbioldgica, ademés todos los aceites analizados
presentaron un alto contenido en fenoles totales, asi como una importante actividad
antioxidante (Ruiz, 2014), en la tabla 7 se puede apreciar de mejor manera el resultado
de la elaboracién del queso fresco con las microcdpsulas de la mezcla de los aceites

esenciales.

Tabla 7 Resultados de la elaboracion del queso fresco con las microcapsulas de la mezcla de los
aceites esenciales.

L CaCl; % Cuajo % Sal g AEs % Masa Total
Leche 7 0,122 0,049 0 0
Queso 1 0 0 0 " 0,5 489 ¢
Queso 2 0 0 0 0 501 ¢

Fuente: elaboracién propia.
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4.1.5. ANALISIS MICROBIOLOGICOS EN LOS QUESOS FRESCOS
CON Y SIN LAS MICROCAPSULAS DE LA MEZCLA DE LOS
ACEITES ESENCIALES

Para el desarrollo de esta investigacion se prepararon dos muestras de queso tipo fresco:
control 1 con las microcépsulas de la mezcla de aceites esenciales y control 2 sin las
microcéapsulas de la mezcla de los aceites esenciales, elaborados en el laboratorio de
Agroindustria de la Universidad Estatal Amazodnica.

Para los andlisis microbioldgicos se aplicaron tres tratamientos y se analizaron
microbiolégicamente ambos controles (INEN-1529-14, 2013), (INEN-ISO-6579,
2014), (INEN-1529-8, 2016), al primer dia, al quinto dia y al décimo dia. Como lo
indica la normativa técnica, se determind la presencia o ausencia de microorganismos
patdgenos como: Escherichia coli, Salmonella spp. y Staphylococcus aureus.

Los resultados obtenidos fueron comparados con la Normativa Técnica Ecuatoriana
(NTE INEN) con los limites permisibles para identificar el nivel de buena calidad o
nivel aceptable de calidad, para Escherichia coli, el cual debe ser: menor a 10 UFC/qg,
de Salmonella spp. debe dar ausencia total y para Staphylococcus aureus debe ser como
maximo 102 UFC/g (Alba, 2017).

De acuerdo al resultado obtenido en el dia uno del andlisis, se evidencié que a una
concentracion del 0,5% de las microcapsulas de la mezcla de aceites esenciales
adicionadas al control 1, no hubo presencia de crecimiento colonial de las bacterias
Echerichia coli, Salmonella spp ni Staphylococcus aureus, asi mismo en el control 2 sin
las microcépsulas de la mezcla de los aceites esenciales al queso fresco, no se identifico

presencia de los microorganismos ya mencionados.

Dia cinco: en este periodo de tiempo no hubo presencia de ninguno de los tres
microorganismos estudiados: Escherichia coli, Salmonella spp, Staphylococcus aureus,

en ninguno de los dos controles.

Dia 10: de igual forma no hubo presencia de crecimiento bacteriano de Escherichia coli
Staphylococcus, Salmonella spp en ninguno de los dos tratamientos.

Ademas, se desarrollé en los dos tratamientos (queso con la mezcla de aceites y queso
sin la mezcla de aceites), presencia colonial de las bacterias coliformes “Enterobacter

aerogenes y Citrobacter freundii”, observando la formacién de las colonias de un color
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rojo en los medios de cultivo especificos Agar para Coliformes “Chromocult® Coliform
Agar acc. 1SO 9308-1” presentes en la dilucion (107, 102, 107, 10#). Con lo cual se

puede argumentar que estas bacterias son fermentadoras de la lactosa y estan presentes

en las fuentes o redes de agua.

Tabla 8 Resultados del analisis microbioldgico realizado a los quesos elaborados, con y sin los
aceites esenciales microencapsulados

TIEMPO MUESTRA Esgherichia Staphylococcus Salmonella
(Queso Fresco) coli aureus spp.
control 1 <10 UFC/lg <10? UFC/g ausencia total
dad control 2 <10UFC/g <10 UFClg ausencia total
control 1 <10 UFC/lg <10? UFCl/g ausencia total
s control 2 <10UFC/g <10 UFClg ausencia total
control 1 <10UFC/g <10 UFC/g ausencia total
dia 10 control 2 <10 UFC/lg <10? UFC/g ausencia total

control 1= Queso fresco con aceites
control 2= Queso fresco sin aceites

Fuente: elaboracién propia

Con los resultados obtenidos se puede argumentar, en primer lugar, que la leche fue

obtenida aplicando buenas préacticas de ordefio (BPO), y luego se siguieron practicas

adecuadas de manufactura, para la obtencion del queso como producto final.

Hasta el décimo dia de ensayo no se aprecidé crecimiento bacteriano para los

microorganismos recogidos en la tabla 8 en ninguno de los quesos elaborados, sin

embargo, a partir de dia 5, se observo la presencia de otras enterobacterias por encima

del indice maximo para identificar nivel aceptable de calidad 10% (NTE, 2012), en los

quesos sin la adicion de los aceites esenciales microencapsulados.
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Tabla 9 Otras Enterobacterias

TIEMPO MUESTRA OTRAS ENTEROBACTERIAS
dia 1 Control 1 < 2x102
Control 2 2x10?
dia5 Control 1 2x10°
Control 2 2x10*
dia 10 Control 1 2x10°
Control 2 2x10°

Fuente: elaboracién propia
Como se evidenciaen latabla 9, la presencia de los AEs microencapsulados en el control
1 disminuye la contaminacion de enterobacterias en comparacion al control 2, si se
toman en cuenta las muestras analizadas en el dia 1.
Los anélisis del dia 5 y dia 10, muestran un aumento de la contaminacion en ambos
controles, pero el control enriquecido con aceites esenciales microencapsulados se
mantiene con una carga microbiana inferior.
Tomando en cuenta la Normativa Técnica Ecuatoriana (NTE, 2012), que hace referencia
al indice méximo permisible para indicar nivel aceptable de calidad en enterobacterias
es de 10° que pueden estar presentes en el queso fresco, se puede indicar que el queso
cumple con los estandares de calidad en el dia 1 para ambos controles.
A los 30 dias de elaborados los quesos se intentd nuevamente realizar el conteo
microbiano, sin embargo, el gran crecimiento de hongos presente en el queso, no
permitio llevar a cabo dicho analisis.
Es importante resaltar que la presencia de los aceites microencapsulados puede ser de
fundamental ayuda en la conservacion de los quesos por periodos méas prolongados,
debido a su alto contenido de compuestos como: eugenol, timol y carvacrol presentes
en el tomillo (aceite esencial mayoritario), de conocida actividad antimicrobiana
(Vasquez, Oscar., Alva, Alenguer., Marreros, 2001).
Por el alto contenido de agua (NTE, 2012), en este tipo de quesos, se puede ver
favorecido el crecimiento de los microorganismos patdgenos.
En un estudio realizado por (Mejia-l10pez et al., 2017) se demostrd que en la prueba
control de queso fresco el nimero de colonias de S. aureus aumento con el tiempo y que
por el contrario al adicionar hojas de tomillo al queso fresco entre el 0,75 % y 1,0 %

previamente limpiadas y secas, estas disminuyen, con el tiempo, de manera
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significativa, el nimero de colonias de Staphylococcus aureus, alargando la vida Gtil del
producto en anaquel, también se menciona que al adicionar hojas de tomillo al 0,5 % las
colonias tienen crecimiento desde el dia 1 al dia 8 y que a partir de ahi existe una
disminucion de las unidades formadoras de colonia.

En general, la aplicacion del tomillo en el queso fresco inhibe el crecimiento de
Staphylococcus aureus (Mejia-1épez et al., 2017), por lo que la aplicacion de este
antimicrobiano natural proporcionaria una garantia de inocuidad y prolongacion de la
conservacion en anaquel.

Finalmente, es importante destacar que la microencapsulacion facilita la adicion de los
aceites esenciales durante la elaboracion del queso fresco, permite disminuir las pérdidas
y lograr una mejor dosificacion. Ademas de la proteccion contra microorganismos, las
mezclas de aceites esenciales afiadidas daran funcionalidad a los quesos, por la conocida
actividad antioxidante (GUEVARA, 2018), y ofreceran caracteres organolépticos
atractivos en cuando al olor, pues se trata de especias conocidas y ampliamente

utilizadas por la poblacion.
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1.1.

1.1.1.

1.1.2.

CAPITULO V.,
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

El empleo del “Spray dryer” y la adicion de goma arabiga y maltodextrina
permiti0 la adecuada microencapsulacion, con un adecuado rendimiento
(superior al 70 %), de las mezclas de aceites esenciales de especias comestibles
para ser empleadas como aditivo alimentario en quesos.

Fue posible la formulacién de los quesos frescos con el empleo del aditivo
alimentario microencapsulado.

La calidad microbioldgica de los quesos elaborados fue adecuada, teniendo en
cuenta la normativa técnica ecuatoriana, pues no se observd crecimiento
microbiano durante el periodo de estudio para Salmonella spp. Escherichia coli,
Staphylococcus aureus.

La contaminacion debido a enterobacterias se presentd con menor cantidad en
las muestras enriquecidas con AEs microencapsulados, sin embargo, el
tratamiento 1 no cumplio con la normativa (NTE 12) al dia 5 y dia 10.

RECOMENDACIONES

- Realizar otros experimentos con cantidades superiores a 0,5 % de AEs
microencapsulados con vista a prolongar la vida util de los quesos.

- Estudiar la estabilidad microbioldgica en condiciones de anaquel por un
tiempo més prolongado al que se realiz6 en el presente estudio (10 dias)
con vistas a establecer un periodo de vida Gtil del queso con el aditivo de
aceites esenciales microencapsulados.

- Realizar un estudio de percepcion del consumidor con respecto a las

caracteristicas organolépticas del queso con aceites esenciales.
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