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Resumen

Los extractos obtenidos de plantas en la actualidad estan siendo utilizados dentro
de la formulacion de productos alimentarios, debido a su capacidad antimicrobiana
gue hace frente a cepas patdgenas, que atentan contra la calidad de un alimento.
En esta investigacion se plante6 determinar la capacidad antimicrobiana de las
hojas de Melissa officinalis frente a la cepa Escherichia coli para la aplicacién en
queso tipo fresco, para lo cual se evalu6 la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)
por medio de la obtencidn de un extracto acuoso de la planta, obteniendo halos de
inhibicién de mayor dimension a las concentraciones de 1.5y 2%. Se probaron las
mejores concentraciones en la elaboracion de quesos tipo fresco, afiadiendo hojas
secas de Melissa officinalis al 1.5y 2% durante la etapa de cuajado y desuerado de
manera que se extraigan los compuestos activos de la planta y las hojas formaran
parte del queso. Se compararon los resultados de las caracteristicas fisicoquimicas
de los quesos con una muestra control (queso sin adicion de hojas). Al adicionar
hojas secas de Melissa officinalis, los parametros de acidez, pH, proteina y grasa,
no presentaron diferencias significativas con relacidn a la muestra control en
ninguna de las muestras analizadas, sin embargo si se encontraron diferencias
significativas en la prueba de humedad de los valores obtenidos del quesos con
1.5% de hojas y 2% de hojas frente al queso sin hojas, logrando una disminucién
del contenido de agua del 61.25 % del control al 55.16% al adicionar las hojas secas
de Melissa officinalis. Al analizar los atributos sensoriales de los quesos con hojas
de Melissa officinalis, el perfil aromatico y gustativo se intensifica, parametros como
textura y elasticidad se mantienen iguales que el queso control, pero se logré una

mejor firmeza del queso tipo fresco al adicionar hojas de Melissa officinalis.

Parables claves: Mellisa officinalis, Escherichia coli, capacidad antimicrobiana.
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Abstract

The extracts obtained from plants are currently being used in the formulation of food
products, due to their antimicrobial capacity that confronts pathogenic strains, which
threaten the quality of a food. In this research, it was proposed to determine the
antimicrobial capacity of Melissa officinalis leaves against the Escherichia coli strain
for application in fresh cheese, for which the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) was evaluated by obtaining an aqueous extract. of the plant, obtaining larger
inhibition halos at concentrations of 1.5 and 2%. The best concentrations were
tested in the production of fresh cheeses, adding dry leaves of Melissa officinalis at
1.5 and 2% during the curdling and draining stage so that the active compounds of
the plant were extracted and the leaves became part of the cheese. The results of
the physicochemical characteristics of the cheeses were compared with a control
sample (cheese without the addition of leaves). When adding dry leaves of Melissa
officinalis, the parameters of acidity, pH, protein and fat did not present significant
differences in relation to the control sample in any of the samples analyzed,
however, significant differences were found in the humidity test of the values
obtained from cheeses with 1.5% leaves and 2% leaves compared to cheese
without leaves, achieving a decrease in water content from 61.25% of the control to
55.16% by adding the dry leaves of Melissa officinalis. When analyzing the sensory
attributes of cheeses with Melissa officinalis leaves, the aromatic and gustatory
profile intensifies, parameters such as texture and elasticity remain the same as the
control cheese, but a better firmness of the fresh type cheese was achieved by

adding Melissa leaves. officinalis.

Keys words: Mellisa officinalis, Escherichia coli, antimicrobial capacity.
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INTRODUCCION

Las intoxicaciones alimentarias, son un problema de salud publica extendido en todo
el mundo, pueden ser causadas por la ingestién de alimentos contaminados con
microorganismos patdgenos, sustancias quimicas nocivas o agentes bioldgicos que
pueden provocar enfermedades en los seres humanos (Torrens et al.,, 2015).
Actualmente la industria busca garantizar la inocuidad y seguridad alimentaria,
implementando medidas de control eficaces con la utilizacion de conservantes
antimicrobianos, que garanticen la inactivacion bacteriana y que a su vez no

generen efectos secundarios por su consumo (Argote et al., 2017).

La busqueda de métodos de conservacion de alimentos que sean efectivos y no
dependan de productos quimicos sintéticos es un area de creciente interés en la
industria alimentaria y la investigacion cientifica. Los conservantes quimicos
tradicionales, como los nitritos, los sulfitos y algunos conservantes artificiales, han
sido efectivos para controlar el desarrollo microbiano y prolongar la vida util de los
alimentos, pero su uso ha generado preocupaciones por posibles efectos
secundarios en la salud humana, como alergias y sensibilidades, y algunos estudios
incluso han planteado inquietudes sobre la relacion entre ciertos aditivos y

enfermedades cronicas (Vélez et al., 2018).

En este contexto el estudio y el desarrollo de métodos de conservacion de alimentos
basados en la utilizacién de plantas son una respuesta a la creciente preocupaciéon
por los conservantes quimicos en la industria alimentaria. Si bien las plantas ofrecen
beneficios como alternativas naturales y seguras, es importante abordar los desafios
relacionados con su estabilidad y su posible impacto en el sabor y el aroma de los
alimentos. La seguridad y la eficacia deben ser evaluadas cuidadosamente antes de

su aplicacion en la produccion de alimentos a gran escala (Astudillo & Pucha, 2023)

Las plantas generalmente se consideran seguras para el consumo humano cuando
se utilizan en concentraciones adecuadas, muchas exhiben una fuerte actividad
antimicrobiana contra bacterias, levaduras y hongos, lo que puede ayudar a
prolongar la vida util de los alimentos; al ser productos naturales y biodegradables

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



reducen su impacto ambiental en comparacién con algunos conservantes quimicos.

Es necesario destacar, que para su integracion en alimentos se requiere realizar
varios estudios de seguridad y eficacia, ya que algunas limitan su aplicabilidad en
ciertos alimentos y requiere técnicas de formulacion especifica. Es indispensable
controlar el sabor y aroma ya que a concentraciones altas pueden alterar estos

factores (Serra et al., 2020).

En este contexto esta investigacion tiene por objeto determinar la capacidad

antimicrobiana de las hojas de Melissa officinalis frente a la cepa de Escherichia coli

para la aplicacidon en queso tipo fresco.
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Capitulo I: El problema de lainvestigacion

1.1. Planteamiento del problema

En la produccién de queso tipo fresco, generalmente se usa leche pasteurizada de
ganado vacuno, con la finalidad de eliminar la presencia de microorganismos
patdgenos, que puedan atentar contra la calidad del producto. Sin embargo, durante
el proceso de elaboracion, almacenamiento y transporte el producto podria
contaminarse atentando contra la salud del consumidor (Cevallos et al., 2019). Por
lo cual, las actividades de produccién posteriores al tratamiento térmico son
consideradas de manera especial como puntos criticos de control en las industrias

de produccién de queso fresco (Olivares & Klotz, 2020).

Los quesos pueden contaminarse por manipulacion, almacenamiento, transporte y
por manipulacion en el punto de distribucion con microorganismos patégenos como
Escherichia coli, que es una bacteria que se desarrolla en los intestinos de las
personas y los animales, en el medioambiente, en los alimentos y en el agua,
causando enfermedades como diarrea, infecciones urinarias, problemas
respiratorias e infecciones del torrente sanguineo (Jiménez, 2019). Los tipos de E.
coli que provocan enfermedades se propagan por contacto de los animales y
personas con el agua y alimentos contaminados. La manera mas frecuente de
contraer una infeccién por E. coli es ingerir alimentos contaminados, como: carne
molida, productos frescos y leche no pasteurizada (E. coli se desarrolla en las ubres

de los vacunos o en los instrumentos ordefo) (Lojano et al., 2023).

El queso tipo fresco en su composicion posee un porcentaje de agua relativamente
alto, siendo un medio propicio para el crecimiento de bacterias y hongos. Muchos
quesos poseen un bajo contenido de sal (la sal contribuye a inhibir el crecimiento de
microorganismos) en comparacion a los quesos curados y la falta de ella en el queso
fresco puede aumentar el riesgo de contaminacion. El queso fresco suele tener un
pH cercano a neutro, provocando el desarrollo de microorganismos, ya que no existe

un ambiente acido que inhiba su crecimiento (Wong et al., 2021).

En este sentido, el tratamiento térmico que se realiza a la leche antes de la

elaboracién del queso no garantiza la ausencia de bacterias patdgenas en el

3

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




producto final. Este hecho podria convertirse en un riesgo potencial para el
consumidor si llega a ingerir alguna bacteria patdgena presente en el queso y a su
vez podria representar pérdidas significativas para el productor y punto de
comercializacion si es asociado con contaminacion microbiologica. Motivo por el

cual, es necesario buscar alternativas que garanticen la inocuidad del alimento.
1.2. Delimitacion del problema

Area: Tecnologia de Alimentos

Subérea: Alimentacion

Sector: Industrial

Subsector: Lacteos

Espacial: Se recolectaron muestras de queso tipo fresco expendidas en el mercado
Santa Rosa, ubicado en la Ciudad de Riobamba- Provincia de Chimborazo, mismas
que fueron analizados en los laboratorios de Control de Calidad de la Universidad

Nacional de Chimborazo.

Temporal: El muestreo de queso tipo fresco se efectué en un periodo de dos
semanas. Posteriormente se determiné la capacidad antimicrobiana presente en
Melissa officinalis, durante el mes de enero. Finalmente se realizé un analisis de

datos que se efectud en un periodo de dos semanas.
1.3. Formulacién del problema

¢ La determinacion de la capacidad antimicrobiana de las hojas de Melissa officinalis
frente a la cepa Escherichia coli para la aplicacion en queso tipo fresco, podra
controlar al microorganismo responsable del deterioro del producto, sin modificar las
propiedades organolépticas?

1.4. Preguntas de investigacion

¢Las hojas de Melissa officinalis poseen caracteristicas antimicrobianas que

contribuyan a la conservacion del queso fresco?
4
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¢Las hojas de Melissa officinalis en el queso fresco influye en las propiedades

organolépticas?

¢Las hojas de Melissa officinalis en el queso fresco influye sobre las propiedades

fisicoquimicas?

1.5. Determinaciéon del tema

La determinacion del tema se basé en la busqueda del efecto antimicrobiano que
empiricamente se sabe que poseen las hojas de Melissa officinalis por lo cual se
quiere comprobar su efecto antimicrobiano por medio de pruebas microbiolégicas
de laboratorio y efectividad en la elaboracién de queso tipo fresco por lo que se
plantea el siguiente tema de investigacion: Determinacién de la capacidad
antimicrobiana de las hojas de Melissa officinalis frente a la cepa Escherichia coli

para la aplicacidon en queso tipo fresco.
1.6. Objetivo general

Determinar la capacidad antimicrobiana de las hojas de Melissa officinalis frente a

la cepa Escherichia coli para la aplicacion en queso tipo fresco.
1.7. Objetivos especificos

e Estudiar el efecto de las hojas de Melissa officinalis sobre las propiedades

fisicoquimicas del queso fresco.

e Evaluar la concentracion minima inhibitoria del extracto de Melissa officinalis

frente a la cepa Escherichia coli.

e Analizar la aceptabilidad general del producto terminado por medio de

evaluacion sensorial.
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1.8. Hipotesis

Ho  Melissa officinalis posee propiedades antimicrobianas que inhiben el
crecimiento de Escherichia coli.
Ho  Melissa officinalis no posee propiedades antimicrobianas que inhiben el

crecimiento de Escherichia coli.

Hi Las hojas de Melissa officinalis influyen en la calidad sensorial del queso
fresco.
Hi Las hojas de Melissa officinalis no influyen en la calidad sensorial del queso
fresco.

1.9. Declaracion de las variables (operacionalizacion)

Tabla 1
Operacionalizacion de las variables
. o, . Técnicas e
Variable Conceptualizacion Indicador instrumentos

Independiente

Concentracién
Capacidad de Melissa officinalis minima inhibitoria Discos de sensibilidad

Actividad para inhibir el crecimiento de (CMI)

antimicrobiana de

. LT bacterias  patdgenas como |Inhibicién del
Melissa officinalis Escherichia coli. crecimiento de E. Discos de sensibilidad
coli
Dependiente
Propiedades Propiedades organolépticas
. . o Aroma, sabor, s .
organolépticas que se identifican en el queso color Analisis sensorial
tipo fresco.
% de acidez
Propiedades Propiedades fisicoquimicas que o Hupr:edad
fisicoquimicas encuentran en el queso tipo °0/ Grasa Norma INEN 1528 (2012)
fresco. o e
% Proteina
Humedad
superficial,
Perfil sensorial Perfil sensorial que determina elasticidad, Prueba sensorial hedonica
en el queso tipo fresco. intensidad con un panel de catadores

aromatica, firmeza,
impresion textura.

Nota: Variable independiente y dependiente

1.10. Justificacién

En nuestro pais la produccién de queso tipo fresco, ha incrementado

significativamente en los ultimos afos, ya que su consumo es considerado en la

6
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dieta diaria de la poblacién. Se evidencia notablemente la creacién de varias

empresas productoras de quesos cuyas actividades son vigiladas por organismos
de control sanitario. Sin embargo, el queso tipo fresco es muy susceptible a la
contaminacidn debido a sus caracteristicas, que incluyen un alto contenido de agua
y un pH neutro; condiciones que son propicias para el crecimiento de

microorganismos patdgenos que pueden alterar la salud del consumidor.

La industria quesera en la actualidad se ha visto en la necesidad de buscar recursos
que contribuyan a la obtencién de productos sanos, inocuos y de calidad, buscando
alternativas que permitan inhibir el crecimiento de microrganismos patdgenos.
Varias empresas que buscan mejorar la conservacion del queso fresco utilizan
conservantes quimicos en su procesamiento, alterando las caracteristicas
nutricionales del queso fresco, cambios en el sabor y textura, reacciones adversas
en alérgicos, residuos quimicos, resistencia microbiana y preferencias del

consumidor (consumidores prefieren productos alimenticios sin aditivos quimicos).

Es importante reemplazar estos conservantes quimicos por antimicrobianos de
origen natural. El uso de antimicrobianos naturales podrian contribuir a obtener
productos de calidad, a la prevencién de enfermedades transmitidas por alimentos,
aumento de la vida util del producto, proteccion de la cadena alimentaria y el
cumplimiento de normativas y estandares de Seguridad Alimentaria. Ciertas plantas
se destacan por sus propiedades antimicrobianas que pueden ayudar a reducir la
presencia de microorganismos patogenos. Estos compuestos pueden ser usados
en la conservacion de alimentos y pueden aplicarse como aceites esenciales,

extractos o infusiones.

En esta investigacion planteamos determinar la capacidad antimicrobiana del
Melissa officinalis frente a la cepa Escherichia coli para su posterior aplicacion en
queso tipo fresco con el fin de incrementar la vida util del producto y controlar la

proliferacion de los microorganismos.

1.11. Alcance y limitaciones

Alcance.

e Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de Melissa officinalis.
7
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¢ Determinacion de la capacidad antimicrobiana de Melissa officinalis frente a la

cepa Escherichia coli.
e Elaboracion de queso tipo fresco con adicion de hojas de Melissa officinalis.

e Determinacion de las propiedades fisicoquimicas del queso tipo fresco con
adicion de hojas de Melissa officinalis.

e Perfil sensorial del queso tipo fresco con adicion de hojas de Melissa officinalis.

Limitaciones.

e |dentificar el compuesto activo que le otorga propiedades antimicrobianas a
Melissa officinalis.

e Eficiencia de las hojas de toronijil en un queso comercial.

e Tiempo de durabilidad de las propiedades antimicrobianas en el queso tipo
fresco.

e Utilizacion de cepas microbiologicas (Enterobacterias, Salmonella y Shigella,

Estafilococos aureus, Listeria monocytogenes) que son posibles causantes de

la proliferacién de microrganismo.
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CAPITULO II: Marco teodrico referencial
2.1. Antecedentes

Los antimicrobianos naturales son compuestos de origen natural que tienen
propiedades antimicrobianas, lo que significa que inhiben o matan microorganismos
como bacterias, virus, hongos y otros patégenos. Estos compuestos se encuentran
en una variedad de fuentes, como plantas, alimentos, productos vegetales y

microbianos.

El propdsito del uso de sustancias antimicrobianas en la industria alimentaria es
prevenir o controlar el crecimiento de microorganismos patégenos y la
descomposicidn en los alimentos. Estos compuestos antimicrobianos ayudan a
mejorar la seguridad alimentaria, prolongar la vida util del producto y mantener la

calidad microbiolégica de los alimentos.

El uso de antimicrobianos en la industria alimentaria debe cumplir con estrictas
regulaciones para garantizar la seguridad y calidad del producto. Es importante
gestionar el uso de forma responsable para evitar la resistencia microbiana y otros
posibles efectos secundarios. Ademas, es fundamental que los consumidores sean
conscientes de la presencia de antimicrobianos en los alimentos y sigan buenas

practicas de higiene y manipulacion para garantizar la seguridad alimentaria.

Estudios indican la utilizaciéon de antimicrobianos obtenidos a partir de hierbas,
considerados como compuestos naturales que se obtienen de diversas partes de
las plantas, como hojas, raices, tallos, flores o frutos, y se ha demostrado que tienen

propiedades antibacterianas, antibacteriales y antifungicas.
2.2. Contenido teérico que fundamentalainvestigacion
2.2.1. Produccion lechera en el Ecuador

La produccién lactea ecuatoriana es una parte importante de la economia agricola
del pais. Ecuador cuenta con varias zonas geograficas favorables para la produccion

lactea. Las razas de ganado lechero mas comunes en Ecuador son el
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ganado Holstein, Jersey y Pardo Suizo, estas razas son conocidas por su alta

produccion de leche (Lonita, 2023).

Entre las provincias con mayor volumen de produccion de leche, se destacan
Pichincha, Azuay, Cotopaxi, Loja e Imbabura, estas areas proporcionan condiciones
climaticas y geograficas propicias para la produccion y transformacion de la leche.
En los ultimos afos el gobierno de Ecuador ha implementado politicas y programas
para apoyar a los productores de leche a mejorar la calidad sus productos, con el fin
de aumentar la productividad y promover practicas sostenibles (Banco Central del
Ecuador, 2021).

A pesar de los avances, la industria lactea de Ecuador aun enfrenta desafios, como
la necesidad de mejorar la genética del ganado, la eficiencia de la cadena de
suministro y la infraestructura de procesamiento y enfriamiento de la leche. El foco
esta en mejorar la calidad de la leche producida en el Ecuador, implementando
buenas practicas agricolas y controlando enfermedades que puedan afectar la salud

del ganado y la calidad del producto final (Arteaga et al.,2021).

En nuestro pais gran parte de la produccion lechera es destinada para la produccién
de derivados lacteos entre estos el queso tipo fresco, que se destaca por su alto

consumo en todas las regiones de nuestro pais (Paredes et al., 2022)
2.2.2. Queso

El queso es un producto alimenticio elaborado a partir de leche que se obtiene
cuajando la caseina, que se encuentra en la leche. El proceso de elaboracion del
queso incluye varias etapas que pueden variar segun el tipo de queso. La leche
utilizada para elaborar el queso puede proceder de diferentes animales, como vaca,
cabra u oveja. La calidad de la leche es crucial para la produccion de queso de
buena calidad. Existen muchas variedades de queso en todo el mundo, cada una
con sus caracteristicas unicas dependiendo de factores como el tipo de leche, el

proceso de produccién y el tiempo de maduracion (Thomas et al.,2019).

En Ecuador, se producen diversas variedades de queso, y su consumo es una parte

esencial de la dieta local. Es importante senalar que las variedades de queso
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pueden variar segun la region y los métodos de produccion especificos de cada

productor; ademas, muchos quesos se elaboran de manera artesanal, lo que

contribuye a la diversidad de sabores y estilos (De la Cruz Gonzalez et al., 2018)
2.2.3. Queso tipo fresco.

Los quesos frescos son aquellos que no han sido sometidos a un proceso de
maduracion y se consumen en las fases iniciales de elaboracion. Estos quesos
tienden a tener una textura mas suave y humeda y un sabor mas suave que los
quesos mas maduros. El queso tipo fresco es apreciado por su versatilidad y
capacidad de adaptacién a diferentes preparaciones. Por lo general, estan listos
para ser ingeridos poco después de su elaboracion y no requieren un largo periodo
de maduracion, lo que los hace perfectos para quienes buscan un queso mas suave
y fresco (Alban, 2006).

El queso fresco es una variedad de queso que se consume en las primeras etapas
de produccion y puede proporcionar una variedad de beneficios nutricionales. Es
una buena fuente de proteinas de alta calidad que son esenciales para construir y
reparar tejidos en el cuerpo. Al igual que otros productos lacteos, el queso fresco es
rico en calcio, un mineral importante para la salud 6sea. También puede aportar
otros minerales como fésforo y zinc. Contiene varias vitaminas, incluida la vitamina
A, que es esencial para la salud de los ojos, la piel y el sistema inmunoldgico. El
queso fresco generalmente tiene menos grasa que los quesos mas maduros, lo que
lo convierte en una opcion mas facil para quienes controlan su consumo de grasa
(Merchan et al.,2018).

En Ecuador el queso fresco es un alimento muy popular y parte de la dieta diaria de
muchas personas, es valorado por su versatilidad y se utiliza en varios platos

tradicionales de la cocina ecuatoriana (Sol6rzano, 2020).
2.2.3.1. Tipos de queso fresco
Segun su composicion y caracteristicas fisicas el queso tipo fresco se clasifica en:

e Segun el contenido de humedad: Duro, semiduro, semiblando, blando.
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e Segun el contenido de grasa lactea: Rico en grasa, entero 6 graso,

semidescremado ¢ bajo en grasa, descremado 6 magro (NTE INEN 1528,
2012).

2.2.3.2. Requisitos del queso tipo fresco

Segunla (NTE INEN 1528, 2018) los requisitos quimicos que debe cumplir un queso

tipo fresco son:

Tabla 2
Composicion quimica del queso fresco
TIPO % Humedad (méximo) % Contenido de Grasa en
extracto seco (minimo)
Semiduro 55 -
Duro 40 -
Semiblando 65 -
Blando 80 -
Rico en grasa - 60
Entero 6 graso - 45
Semidescremado ¢ bajo en - 20
grasa
Descremado 6 magro - 0,1
Nota: Caracterizacidn de las propiedades quimicas del queso fresco (NTE INEN
1528, 2018).

En la Tabla 2 se indican los requisitos microbiolégicos que debe cumplir un queso

tipo fresco:

Tabla 3

Requisitos microbioldgicos del queso fresco
indice maximo

indice maximo ermisible Namero de
, permisible P muestras
. Numero de para para permisibles Métodos de
Requisito gjxuaersitrl;{;? a identificar |der:1it\lglcar con ensayo
nivel de buena aceptable de resultados
calidad. pt: entremyM.
calidad.

Enterobacterias 2 3 NTE INEN
(UFC/g) 5 2x10 10 1 1529-13
SRl 5 <10 10 1 AOAC 991.14
Staphylococcus NTE INEN

aureud (URCIg) S 10 102 1 1529-14
Listeria

monocytogenes 5 Ausencia - 1ISO 11290-1
1259

Salm%%%"a en 5 Ausencia ) 0 N1TSE2I9,\-155N

Nota: Caracterizacion de los requisitos microbiologicos del queso fresco (NTE INEN
1528, 2018).
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2.2.3.3. Factores que influyen contra la calidad del queso fresco

El queso tipo fresco puede verse afectado por diversos factores durante su
procesamiento y almacenamiento; la calidad de la leche utilizada para elaborar
queso fresco es crucial. La leche fresca y limpia con bajos niveles de contaminantes
y bacterias no deseadas contribuyen a la produccién de productos de calidad, la
higiene es esencial en todas las etapas de la produccion, desde el procesamiento
de la leche hasta la produccion y el envasado del queso fresco. La contaminacion
cruzada y la presencia de microorganismos dafinos pueden afectar negativamente

la calidad y seguridad del producto (Arguello, 2019).

El queso fresco debe almacenarse a una temperatura adecuada para evitar el
crecimiento de microorganismos patégenos y mantener la frescura. La temperatura
incorrecta puede acelerar el crecimiento de bacterias y afectar la textura y el sabor

del queso (Castellanos, 2028).

El queso fresco no tiene un periodo de maduracion prolongado como otros quesos
y su calidad se deteriorara con el tiempo. Los productores de queso fresco deben
cumplir con estrictas practicas de fabricacion, cumplir con las regulaciones
alimentarias y realizar controles de calidad para garantizar un producto final de alta

calidad que sea seguro para el consumo humano (Rojas, 2020).

2.2.4. Alteraciones causadas por microorganismos patégenos en queso

fresco

La presencia de microorganismos patdgenos en el queso tipo fresco pueden
provocar diversos cambios y suponer un riesgo para la salud humana. Los
microorganismos patdgenos son aquellos capaces de provocar enfermedades en el
ser humano, y en el caso de los alimentos, su presencia puede provocar problemas
de seguridad alimentaria (Prada, 2023). A continuacion, se describen los posibles

patdgenos presentes en el queso:

e Escherichia coli. Es una bacteria comun que se encuentra en los intestinos de
los animales. La presencia de Escherichia coli (E. coli) en el queso fresco puede

ser un riesgo para la salud publica ya que, si bien muchas cepas son inofensivas,
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algunas producen toxinas dafinas, que pueden causar enfermedades

transmitidas por los alimentos (Tuttle, 2021).

La contaminacion por E. coli en el queso fresco puede ocurrir en diferentes etapas
de produccién. Puede desarrollarse en la leche cruda si la materia prima no se
pasteuriza adecuadamente durante el procesamiento o si se observa una mala
higiene en el area de produccidn (Escobar, 2023). Otro problema es la
contaminacién cruzada causada por una mala desinfeccibn de utensilios,
superficies o0 equipos utilizados durante la cadena de produccion. Las
condiciones de conservacion del queso fresco también son un factor importante.
Si el queso se almacena a temperaturas inadecuadas, puede promover la
presencia de E. coli u otras bacterias patdégenas (Instituto Nacional de Salud,
2015).

e Listeria monocytogenes. La presencia de Listeria monocytogenes en el queso
fresco es un grave problema de salud publica, ya que es una bacteria que causa
listeriosis, que puede ser grave, especialmente en grupos vulnerables como
mujeres embarazadas, recién nacidos, ancianos y personas con sistemas
inmunoldgicos debilitados (Ocampo, 2019). La contaminaciéon por Listeria
monocytogenes en el queso fresco puede ocurrir en diferentes etapas de
produccion. Puede ingresar en la leche cruda, durante el procesamiento de
materias primas o por malas condiciones higiénicas en la planta de produccién.
Para prevenir la presencia de Listeria monocytogenes en el queso tipo fresco y
garantizar la seguridad alimentaria, se deben seguir buenas practicas de
manufactura y controlar rigurosamente la calidad del producto (Villanueva &
Salazar, 2017).

e Stafilococcus aureus. La presencia de Staphylococcus aureus en queso fresco
es un tema importante en la seguridad alimentaria. El Staphylococcus aureus es
una bacteria que puede producir toxinas que, cuando se consumen en alimentos
contaminados, pueden causar intoxicaciones alimentarias. El Staphylococcus
aureus produce toxinas termoestables que son resistentes procesos de

pasteurizacion y otros procesos térmicos. Si las bacterias estan presentes y se
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multiplican en las condiciones adecuadas, estas toxinas pueden acumularse en

el queso. Los sintomas de la intoxicacion alimentaria por S. aureus suelen
aparecer rapidamente y pueden incluir nduseas, vomitos, calambres abdominales
y diarrea. Los sintomas suelen aparecer entre 2 y 6 horas después de ingerir

alimentos contaminados (Chambi & Rodriguez, 2022).

Salmonella y shigella. La presencia de Salmonella y Shigella en el queso
representa una seria preocupacion para la salud publica, ya que ambas bacterias
son patdégenas y pueden causar enfermedades gastrointestinales en los seres
humanos. Estos microorganismos pueden desarrollarse en el queso fresco a
través de la leche cruda no pasteurizada o durante el procesamiento,
manipulacion y envasado del queso. Su crecimiento comunmente esta asociado

con la contaminacion fecal (Soto et al., 2018).

Enterobacterias. Son una familia de bacterias que incluye varios géneros, los mas
destacados son Escherichia, Salmonella, Shigella y Enterobacter. La presencia
de enterobacterias en el queso puede afectar la seguridad alimentaria, ya que
algunas cepas pueden causar enfermedades humanas. Para garantizar la
seguridad alimentaria y prevenir la presencia de enterobacterias en el queso, se
deben seguir buenas practicas de manufactura y de higiene, realizar pruebas
regulares de calidad y acatar las regulaciones locales. Ademas, los consumidores
también deben seguir practicas seguras de manipulacion y almacenamiento de

alimentos (Gonzales et al.,2021).

2.2.5. Antimicrobianos naturales

Los antimicrobianos naturales son sustancias que se encuentran en la que se

caracterizan por inhibir o matar microorganismos como bacterias, virus, hongos y

otros patdgenos. Estos compuestos naturales son de interés en la industria

alimentaria, farmacéutica y cosmética, entre otros campos (Marcén, 2000). Algunos

de los antimicrobianos naturales mas estudiados incluyen:

2.25.1. Aceites esenciales.

Los aceites esenciales son derivados de plantas que se caracterizan por sus

propiedades antibacterianas, antifungicas y antivirales. Algunos ejemplos son el
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aceite de toronjil, tomillo, laurel, eucalipto, entre otros. Se evidencian estudios,
donde se determina que los aceites esenciales pueden tener efectos positivos
contra una variedad de microorganismos, incluyendo bacterias patdgenas y hongos
(Pino & Araguez, 2021)

Los aceites esenciales se utilizan comunmente como conservantes naturales en
aromaterapia, productos de cuidado personal y la industria alimentaria. También se
esta explorando su potencial para desarrollar alternativas naturales a los farmacos

antibacterianos tradicionales (Vignola et al.,2020).

El uso de aceites esenciales en la industria alimentaria presenta varias ventajas
desde el punto de vista de la salud, asi como desde la funcionalidad y conservacion

de los alimentos.

e Propiedades antimicrobianas. Muchos aceites esenciales poseen propiedades
antimicrobianas, lo que significa que pueden ayudar a inhibir el crecimiento de
bacterias, levaduras y hongos en los alimentos. Esto contribuye a la seguridad

alimentaria y prolonga la vida util del producto (Gonzales et al., 2022).

e Sabores y fragancias naturales: Los aceites esenciales pueden agregar sabores
y aromas naturales a los alimentos y bebidas. Su uso en formulaciones de
productos puede proporcionar perfiles de sabor unicos y mejorar la experiencia
sensorial del consumidor (Rodriguez et al., 2022).

e Conservacion de alimentos: Algunos aceites esenciales tienen propiedades
antioxidantes que ayudan a prevenir la oxidacion de los lipidos de los alimentos,
ayudan a conservar el producto y previenen el enranciamiento (Enriquez, et al.,
2023).

e Alternativas a los aditivos artificiales: el uso de aceites esenciales puede
proporcionar una alternativa mas natural a los aditivos alimentarios artificiales.
Los aceites esenciales funcionan para preservar y mejorar el sabor de forma mas
natural que el uso de conservantes y fragancias sintéticas (Huaraca et al., 2021).

e Posibles propiedades funcionales: ademas de mejorar el sabor y el aroma,
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algunos estudios sugieren que algunos aceites esenciales pueden tener
propiedades funcionales que pueden tener efectos beneficiosos para la salud.
Por ejemplo, se han estudiado sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias
(SENA, 2021).

e Es importante senalar que, a pesar de estos beneficios, el uso de aceites
esenciales en la industria alimentaria debe realizarse con precaucién y de
acuerdo con las regulaciones locales. Se debe considerar la concentracion,
pureza y seleccion de los aceites esenciales para garantizar la seguridad y

calidad de los alimentos.
2.2.5.2. Extractos botanicos:

Muchos extractos de plantas han mostrado propiedades antimicrobianas debido a
la presencia de compuestos bioactivos con propiedades antibacterianas,
antifungicas y antivirales. Es importante tener en cuenta que la actividad
antimicrobiana de estos extractos puede variar segun la concentracion, el método
de preparacion y otros factores. Ademas, cabe sefalar que, si bien estos extractos
pueden ser utiles, su uso especifico debe adaptarse segun sea necesario y cumplir
con las regulaciones locales en las industrias alimentaria, cosmética y farmacéutica
(Tighe et al., 2018).

Los extractos botanicos se utilizan en la produccion de alimentos por sus
propiedades antioxidantes y antibacterianas, ademas de mejorar el sabor y el aroma
de los productos (Martinez et al., 2019). A continuacion, se muestran algunos usos

comunes de los extractos botanicos en la industria alimentaria:

e Antioxidantes: Muchos extractos de plantas contienen compuestos
antioxidantes que ayudan a prevenir la oxidacién de lipidos y proteinas en los
alimentos. La oxidacion puede afectar la calidad del producto y producir sabores

y olores desagradables (Serra et al., 2020).

e Conservantes naturales: Los extractos botanicos con propiedades
antibacterianas actuan como conservantes naturales para ayudar a inhibir el

crecimiento de bacterias, levaduras y hongos. Esto facilita la conservacién de
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los alimentos, especialmente los productos que no contienen conservantes

quimicos (Heredia et al., 2022).

e Sabor y el aroma: Algunos extractos botanicos se utilizan para mejorar el sabor
y el aroma de los productos alimenticios, ofrecen aromas herbaceos, especiados
o florales que potencian la experiencia sensorial del consumidor (Serra et al.,
2020).

e Colorantes naturales: Algunos extractos de plantas contienen pigmentos
naturales que pueden usarse como colorantes en los alimentos. Por ejemplo, el
extracto de remolacha se utiliza para producir un color rojo natural (Tighe et al.,
2018).

e Ingredientes funcionales: Algunos extractos de plantas contienen compuestos
con propiedades beneficiosas para la salud. Por ejemplo, los polifenoles del té
verde tienen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias y pueden

incorporarse a productos como el té o suplementos (Solano, 2018).

e Potenciadores del sabor: Algunos extractos de plantas actuan como
potenciadores del sabor, potenciando la percepcién de otros sabores en los
alimentos. Por ejemplo, el extracto de alga Kombucha se utiliza tradicionalmente

como potenciador del umami en la cocina japonesa (Solano, 2018).
2.2.6. Toronjil

Melissa officinalis o toronjil como se la conoce en nuestro pais y es una planta
medicinal muy estudiada por su agradable aroma a limén y su aceite esencial que
tiene un efecto estimulante general. En Ecuador, esta planta fue introducida y
cultivada en diversas zonas montafnosas de climas templados o calidos, donde se
propaga por semillas o ramas de raices desprendidas; se la conoce como una de
las plantas medicinales mas comunes (Gallegos et al., 2017).

El toronjil es una planta aromatica que pertenece a la familia Lamiaceae, originaria
del Mediterraneo y Oriente Medio, asi como de América del Norte y del Sur. En el

pasado, los griegos y romanos utilizaban esta planta con fines terapéuticos. Melissa
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o toronjil se deriva de la palabra griega que significa abeja y se considera una planta
melifera muy atractiva para los insectos (Ibarra et al.,2020).

Figura 1

Planta de Melissa officinalis

Nota: Melissa officinalis (Petrisor et al., 2022)

Se describe como una planta de tallos erectos, cuadrados, peludos y ramificados.
Planta perenne, de 40-70 cm de altura, con hojas opuestas, ovaladas, rugosas, de
color amarillo verdoso, dentadas y puntiagudas en la punta, su color es rosa,
amarillento o blanco azulado. La planta se destaca por su agradable aroma a limén
y un sabor ligeramente amargo pero aromatico, sus hojas se pueden utilizar frescas

o secas (Vélez et al., 2018)
2.2.6.1. Propiedades

El toronjil es una variedad vegetal con excelentes propiedades medicinales y se
utiliza para tratar enfermedades centrales del cerebro, enfermedades
cardiovasculares y respiratorias, diversos tipos de cancer y mejorar la memoria.
Ademas, muchas farmacopeas herbarias iranies, britanicas y europeas enumeran
varias propiedades farmacoldgicas: neurologicas, antioxidantes, hipoglucemiantes,
hipolipidémicas, antibacterianas, anticancerigenas, antidepresivas, ansioliticas,

anticonceptivas, antiinflamatorias y antiespasmaodicas (Taco, 2023).

En estudios fitoquimicos experimentales demostraron la presencia de compuestos

volatiles, triterpenos, acidos fendlicos y flavonoides. El toronjil pertenece a la familia
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de las Lamiaceae y suele crecer en suelos ricos en materia organica en bosques,
malezas y jardines. Comunmente utilizada como sedante natural, a partir de esta
planta se elaboran infusiones y su aceite esencial se utiliza para elaborar perfumes
(Montiel et al., 2021).

El toronijil contiene compuestos fendlicos (taninos, acidos fendlicos y flavonoides) y
terpenos (triterpenos, monoterpenos y sesquiterpenos), siendo los principales
componentes activos los compuestos volatiles, triterpenos y acido fendlico; de
manera similar, los aceites esenciales y los compuestos fendlicos también
proporcionan actividad farmacologica. Los usos conocidos del toronjil son:
medicinal, estimulante, hipnético, carminativo, diaforético, digestivo, antidepresivo,
antiviral, reconstituyente, antibacteriano, antiespasmadico, colerético y antipirético
(Montiel et al., 2021).

2.2.6.2. Composicion quimica

En las ultimas décadas, la composicion quimica de los productos naturales ha
aumentado significativamente en todo el mundo. De las tres categorias de fuentes
botanicas que pueden tener un impacto significativo en la futura proteccion de las
plantas, los aceites esenciales y sus constituyentes se derivan de una variedad de

especies de plantas (Acevedo et al., 2013).

La composicion quimica de las hojas de Melisa depende de factores como época de
cosecha, afo, método de extraccion, condiciones de almacenamiento, condiciones
geograficas de la planta (tipo de suelo, época de cosecha, edad de la planta, etc).
El aceite esencial de toronjil que contienen las hojas de toronijil estd compuesto por
aldehidos, alcoholes, taninos, acidos triterpénicos, marrubina, saponinas y
flavonoides (Aydin, 2022).

2.2.6.3. Capacidad antimicrobiana del Toronijil

Segun (Vélez et al., 2018), el toronjil, es una planta medicinal utilizada
tradicionalmente por sus propiedades medicinales y antimicrobianas. Existen

estudios que han determinado al Toronjil como un inhibidor sobre ciertos

microorganismos. Estudios de laboratorio han demostrado que posee efectos
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antimicrobianos contra bacterias y hongos. En su composicion posee componentes
quimicos como el citral, citronelal y geraniol, que han sido estudiados por su

actividad contra algunas bacterias patogenas.

e Citral: Es un compuesto quimico estudiado por sus propiedades
antimicrobianas, comprende dos isomeros, el geranial y el neral, los cuales son
aldehidos que contribuyen al aroma citrico caracteristico de muchas plantas.
Estudios demuestran que el citral presenta actividad contra bacterias, hongos y
virus. El toronjil es conocido por disponer de un alto contenido de citral,
especialmente en sus aceites esenciales, que son utilizados en la industria
alimentaria como saborizantes y aromatizantes debido a sus propiedades

sensoriales agradables (Lu et al., 2018).

e Citronelal: Es un componente quimico que se encuentra en el toronjil (Melissa
officinalis), es un monoterpenoide que contribuye al aroma y sabor
caracteristicos de la planta. Asi como el citral, la citronela también ha sido objeto
de investigacion debido a sus diversas propiedades y beneficios potenciales.
Estudios de laboratorio determinan sus propiedades antimicrobianas, lo que
significa que posee la capacidad de inhibir el crecimiento de microorganismos,
como bacterias y hongos. Esta propiedad puede contribuir a la preservacion de

alimentos y a aplicaciones medicinales (Bezerra et al., 2019).

e Geraniol: Es un alcohol monoterpenoide estudiado por sus propiedades
antimicrobianas, propiedades que se destacan para aplicaciones en la
preservacion de alimentos y en la medicina natural; se encuentra naturalmente
en varias plantas y se lo utiliza en la preparacién de alimentos (bebidas, como
productos de panaderia, postres, bebidas, helados entre otros) debido a su

aroma y sabor caracteristicos (Lira et al., 2020).
2.2.7. Métodos para determinar la capacidad antimicrobiana

Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos son una de las muchas
herramientas disponibles para determinar la capacidad antimicrobiana de

sustancias o agentes, lo que resulta importante en areas de la microbiologia y la
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medicina. Es importante considerar que existen métodos que presentan ventajas y

limitaciones que depende de varios factores, como el tipo de microorganismo, la

sustancia antimicrobiana y los recursos disponibles (Herrera, 2010).

e Meétodo de Difusion en Agar (Kirby-Bauer): Se colocan discos de sensibilidad
impregnados con sustancias, extractos, infusiones, aceites esenciales en una
caja petri con medio de cultivo y la inoculacidon de un microorganismo. Se mide
el diametro de la zona de inhibicion que aparece alrededor del disco de
sensibilidad (Chaves & Esquivel, 2019).

e Dilucion en Caldo o Agar: Se preparan varias diluciones con diferentes
concentraciones de una sustancia, extractos, infusiones, aceites esenciales. Se
inoculan con microorganismos y se observa el crecimiento. La concentracion
mas baja que inhibe el crecimiento se considera la concentracidn minima
inhibitoria (CMI) (Palacio et al., 2018).

e Meétodo de Dilucion en Microplaca: Similar al método de dilucion, pero se
realiza en microplacas. Permite probar multiples sustancias o concentraciones

simultaneamente (Chaves & Esquivel, 2019).

e Método de Tubos con Difusion en Agar: Se llenan tubos con agar con
diferentes concentraciones de la sustancia. Se inoculan con microorganismos y
se observa la inhibicion. Incluye tubos de control positivo (sensible al agente
antimicrobiano) y control negativo (sin sensibilidad al agente antimicrobiano)
(Herrera, 2010).
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CAPITULO lII: Disefio metodolégico
3.1. Tipo ydisefio de investigacion
En este proyecto de investigacidén la metodologia es de tipo:
Experimental

El estudio, que se realizé mediante experimentos de laboratorio, evalué diferentes
tratamientos para determinar las propiedades antimicrobianas del Melissa officinalis
contra la cepa de Escherichia coli ATCC 25922 y su posterior uso en queso fresco.
Ademas, realizamos evaluaciones microbiologicas, sensoriales y fisicoquimicas de

cada tratamiento.
Explicativa

Este estudio fue elaborado sobre la base de informacién cientifica y técnica y
examina las posibles causas de los problemas relacionados con la produccion,
almacenamiento y conservacion del queso fresco; destaca la importancia de
identificar propiedades antimicrobianas utilizando plantas para extender la vida util,
y los resultados de nuestros experimentos se comparan con otros estudios
relacionados para proporcionar una base cientifica y técnica que respalde nuestros

resultados.
Bibliografica

El acceso a informacion relevante a través de libros, articulos y paginas web
permite la formulacién de hipétesis, disenos experimentales adecuados, busqueda

de métodos analiticos y discusion de los resultados obtenidos.
3.2. Lapoblaciéon yla muestra
3.2.1. Caracteristicas de lapoblacion

Para el presente estudio se consideré como poblacion la produccion de quesos con

la aplicacion de hojas de Melissa officinalis.
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3.2.2. Delimitacion de la poblacion

La investigacion se desarroll6 en tres etapas:

La primera etapa consistio en un muestreo al azar de 4 puestos de un total de 12
puestos donde se comercializa quesos frescos en el mercado “Santa Rosa” de la

ciudad de Riobamba - Ecuador, y determinacion de su calidad microbiologica.

La segunda etapa consistidé en la determinacion de la actividad antimicrobiana de
Melissa officinalis y de la concentracion minima inhibitoria contra Escherichia coli de

concentraciones altas medias y bajas.

La tercera etapa fue la elaboraciéon del queso fresco con hojas secas de Melissa

officinalis y analisis fisico quimico.

La cuarta etapa fue la aplicacion de una prueba sensorial hedénica con un panel de

20 catadores.

3.2.3. Tipo de muestra
En la primera etapa se adquirié en cada puesto 2 quesos tamafio mediano de

marcas comerciales populares.

En la segunda etapa se probaron concentraciones de 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5,

1.75y 2% del extracto acuoso de Melissa officinalis.

La tercera etapa durante en la elaboracidon del queso tipo fresco se colocaron las 2
mejores concentraciones que inhiben el crecimiento de E. coli, ya a estos se les

evaluo sus caracteristicas fisico-quimicas.

En la cuarta etapa en la evaluacién sensorial se seleccionaron al azar 20 personas
Para realizar una evaluacion sensorial de las dos mejores concentraciones que

inhiben el crecimiento de E. coli.
3.2.4. Tamaino de la muestra

En la primera etapa se obtuvo un total de 8 quesos frescos, de 4 marcas comerciales

(2 quesos por marca comercial).
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En la segunda etapa para determinar la concentracion minima inhibitoria se
realizaron 3 réplicas de cada uno de las concentraciones altas, medias y bajas de

Melissa officinalis contra Escherichia coli.

En la tercera etapa se elaboraron 5 quesos con las proporciones de ,1,5y 2% de

hojas secas de Melissa officinalis

A cada integrante del panel de catadores se le proporciono tres muestras de queso,
controlando el Queso control y las dos mejores concentraciones de hojas secas de
Melissa offiinalis que inhibieron el crecimiento de E.coli y una hoja de evaluacion de
las caracteristicas: humedad superficial, perfil gustativo, elasticidad, intensidad

aromatica, firmeza e impresion textural.
3.2.5. Proceso de seleccién de la muestra

Esta investigacion se desarrollo en los laboratorios de la Facultad de Ingenieria,

Carrera Agroindustria de la Universidad Nacional de Chimborazo.
Las muestras evaluadas fueron las siguientes:

e Queso tipo fresco.

¢ Melissa officinalis en diferentes concentraciones en queso fresco.
3.3. Los métodos y las técnicas

3.3.1. Deshidratacion de hojas de Melissa officinalis.

Con el fin de reducir el mayor porcentaje de humedad de las hojas de Melissa
officinalis, se procedid a realizar un secado con aire caliente re circulado a
temperaturas de 30 °C, previamente se realizé una desinfeccién y un lavado de las
hojas a secarse.

3.3.2. Activacion y réplicade la cepa de Escherichia coli ATCC 25922.

A continuacion, se describen los pasos para la activacion y replica la cepa de
Escherichia coli ATCC 25922.
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e Preparacion de una base de agar de MacConkey

e Enfriamiento de la base de agar a 45°C y colocar 10 ml en cada tubo de ensayo
en posicion inclinada y dejar solidificar.

e Tomar una muestra de la cepa con la ayuda de un asa bacterioldgica y colocar
en 10 ml de agua estéril, seguido colocar 1 ml de la solucién bacteriolégica en el
tubo con agar solidificado.

e Incubacion a 352 C durante 24 horas
3.3.3. Determinaciéon de laconcentracién minima inhibitoria

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) se aplico el
método de Difusidn en agar, analizando el efecto inhibitorio de las hojas frente a la

cepa de Escherichia coli.

Preparacion de soluciones de hojas deshidratadas en agua estéril a 45°C, dejar

reposar durante 20 horas.

Preparar el agar MacConkey y colocar 20 ml aproximadamente en cajas Petri

estériles y dejar solidificar.

Preparar el inéculo bacteriano usando el método turbidimétrico visual, para lo cual
con un asa bacteriologica se toma muestras de E. coli y se suspende en un tubo de
ensayo con 4 0 5 ml de suero fisiologico estéril hasta alcanzar una turbidez similar
a la escala 0.5 de McFarland (0.1 ml BaCl2 al 1.175% + 9.9 ml H2S04 al 1%).

Estriar con un hisopo de tal manera que se cubra toda la superficie de la caja Petri

y se deja secar de 3 a 5 min.

Colocar discos de sensibilidad con una pinza estéril y presionar levemente, deben
estar a 14 0 15 mm del borde la caja y a 22 mm de distancia entre cada disco.

Incubar a 352 C por 24 horas, medir la distancia del halo de inhibicion con ayuda de
una regla por la parte posterior de la placa y a contraluz.
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El procedimiento se realizd por triplicado.
3.3.4. Elaboracion de queso tipo fresco

El proceso de evaluacién de queso tipo fresco se realizd6 bajo los parametros
establecidos por las Fichas Técnicas de Procesado de Lacteos de la FAO, IICA y
PRODAR (FAO, 2004). La leche se obtuvo de los ganaderos del canton Chunchi,
perteneciente a la provincia de Chimborazo. El queso tipo fresco fue elaborado en
el Centro de Capacitacion, Transferencia, Tecnoldgica, Produccion y Servicios
(CETTEPS) perteneciente a la Universidad Nacional de Chimborazo, ubicada en la
ciudad de Riobamba, perteneciente a la Provincia de Chimborazo. Se realiz6 un
control de la calidad de la leche segun los requerimientos establecidos por la NTE
INEN 9 (INEN, 2015). La leche recibida fue pasteurizada hasta llegar a una
temperatura de 80 °C, realizando una retencién por 10 min, posteriormente se
realizé un enfriamiento hasta 40 °C, adicionando CaCl2 y cuajo y dejando reposar
por 30 min. Se realiz6 el corte de la cuajada utilizando una lira esterilizada,
realizando el primer desuerado, con su respectivo lavado y batido con un reposo de
15 min, antes de realizar el segundo desuerado se procedio a la adicion de hojas
secas de Melissa offcinalis considerando las dos mejores concentraciones que
inhiben el crecimiento de E.coli. A continuacion, se procedié al moldeo, enmallado y

prensado, para finalmente almacenar el producto final a temperaturas de 4°C.
3.3.5. Analisis microbiolégico

Para los ensayos microbiolégicos se tomd como referencia los requisitos
microbioldgicos establecidos por la NTE-INEN 1528; se tomaron 10 g de una
muestra representativa de cada muestra, se transfirieron a bolsas estériles (Sterilin,
Stone, Staffordshire, Reino Unido) con 90 ml de agua de peptona (Difco, Le Pont de
Claix, France) y se agitaron vigorosamente durante 1 min en un homogenizador
Stomacher (400C, Seward, Londres, Reino Unido). Todos los recuentos se
expresaron como el logaritmo de las unidades formadoras de colonias por gramo de

muestra (log UFC/q).
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3.3.6. Propiedades fisicoquimicas del queso tipo fresco
3.3.6.1. Acideztitulable

La acidez titulable se determind, tomando como referencia los parametros
establecidos en la (NTE INEN 13,1984). Se colocaron aproximadamente 20 g de
muestra, agregando un volumen dos veces mayor de agua destilada,
posteriormente sea adicionaron 2 cm3 de solucion indicadora de fenolftaleina. Con
la ayuda de una bureta automatica se adicioné una solucion de NaOH al 0,1 N, hasta
conseguir un color rosado persistente por 30 segundos. Leer en la bureta el volumen
de solucion empleada. El porcentaje de acidez se calcula mediante la siguiente

ecuacion:

VxN
%A=(—

1
m1—m>* 00

Donde:

A = acidez titulable del queso, en porcentaje en masa de acido lactico.
V = volumen de la solucién de NaOH empleado en la titulacion.

N = normalidad de la solucién de NaOH

m = masa del matraz Erlenmeyer vacio, en g.

m1= masa del matraz Erlenmeyer con el queso.

3.3.6.2. pH

La determinacion de pH se desarrollé utilizando un pH-metro para solidos (HACH).
Se introduce el electrodo en las muestras, dejando a reposar hasta que el pH se
mantenga, procediendo a anotar el valor obtenido. Colocando 10 gramos de

muestra en 50 ml de agua destilada.
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3.3.6.3. Humedad

El porcentaje de humedad se determind aplicando la metodologia de la AOAC

990.19 (AOAC International, 1993), colocando aproximadamente 1 g de muestra de
queso en una capsula de porcelana, previamente tarada (en una mufla) y pesada, a
continuacién, se seco a una temperatura de 105 °C durante 12 h. Posteriormente la
capsula se coloco6 en un desecador hasta obtener peso constante. El contenido de

humedad se calculd aplicando la siguiente ecuacion:

(W1-w2)
%H = « 100
peso de la muestra

Dénde:

W1= peso de la muestra + capsula antes de la estufa
W2= peso de la muestra + capsula después de la estufa
3.3.6.4. Proteina

El analisis de proteina se realizd utilizando el método Kjeldahl basandonos en los
parametros establecidos por la AOAC 991.20 (AOAC International,1995). Este

meétodo esta compuesto de tres etapas:

e Digestion: Se pes6 0,1 g de muestra (previamente triturado y homogenizado),
colocando en un tubo de digestion Kjeldahl, agregando 2,5 g de K2S04, 0,15 g
de CuSO4 y 10 ml de H2SO4. El tubo de digestidn fue colocado en un bloque de
calentamiento empezando a evaporar el agua a una temperatura de 150°C entre
15 a 30 min, a continuacion, se dejo la muestra a temperaturas de 270 °C y 300
°C por 15 o0 30 min para reducir la produccion de humos blancos. Se continuo la
digestion a 400 °C entre 60 y 90 min. Este procedimiento se desarrollé hasta

obtener un liquido transparente con una coloracion azul verdosa.

e Destilacion: Se procedié a retirar los tubos Kjeldahl del digestor, dejando enfriar

a temperatura ambiente y colocando 10 ml de agua destilada. En un Erlenmeyer
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se adicionaron 50 ml de H3BO3 al 4% con 3 gotas de indicador. Se conecto el
equipo de destilacidn con la muestra diluida, programando una dosificacion de
50 ml de NaOH al 40%. Se introdujo el tubo de digestion en el destilador,
procediendo a destilar hasta recoger 250 ml en el Erlenmeyer (50 ml de H3BO3

+ 200 ml de destilado). e Titulacion: Se valoré el destilado con una solucion de
HCI hasta el cambio de color. EI contenido de proteina se determind aplicando

las siguientes ecuaciones:
%N = (Vm —Vb) * N *mEQ * 100 /m

%Proteina = %N * F

Donde:

N= Normalidad del acido de valoracion

Vm= Volumen de acido consumido en la muestra
Vb= Volumen del acido consumido en el blanco
14= peso atomico del Nitrogeno.

F= Factor proteico (6,25)

3.3.6.5. Grasa

Para la determinacién de grasa se utilizé el método AOAC 2000.18 Gerber (AOAC
International, 2000), pesando aproximadamente 3 g de muestra en una copa de
butirometro junto con H2SO4 hasta cubrir la muestra de queso. La muestra fue
calentada a bafio maria durante 30 min a una temperatura de 65 °C, posteriormente
se adiciono 1 ml de alcohol amilico procediendo a homogenizar la muestra. Se
completdé con H2SO4, hasta que el volumen alcanzé las tres cuartas partes de la
columna graduada. Nuevamente se coloco el butirometro a bafio maria por 5 min.
El butirbmetro fue llevado a una centrifuga a 1200 r.p.m, durante 5 min, para

posteriormente realizar su lectura, llevando la base de la columna de grasa a cero
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y presionando el tapon del butirdmetro. Para la expresion de resultados se dio

lectura a la escala, indicando directamente la cantidad de grasa como porcentaje.
3.3.7. Analisis sensorial.

Para juzgar las diferencias debidas a la aplicacion hojas de Melissa officinalis en
quesos tipo fresco, se realizd una prueba sensorial heddnica con un panel de
catadores compuesto por 20 panelistas semientrenados que probaron las muestras
siguiendo los procedimientos descritos por la norma UNE- ISO 6558. (UNE-ISO,
2008).

Se evaluaron los atributos de humedad superficial (muy seca, seca, media, humeda,
muy humeda), elasticidad (muy elastica, elastica, media, rigida, muy rigida),
intensidad aromatica (tenue, sultil, ligera, intensa, muy intensa), firmeza (muy débil,
débil, media, elevada, muy elevada), impresién textura (liquida, pastosa, gomosa,
cerrada, muy compacta) y perfil gustativo (casi inapreciable, suave, fuerte, intenso,

muy intenso).
3.4. Procesamiento estadistico de lainformacion.

Los analisis estadisticos se realizaron en el programa informatico SPSS Estatistics
Los resultados se presentan como media (x) desviacion estandar (o). Se realizé un

analisis de varianza (ANOVA) para determinar el efecto de las variables.
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CAPITULO IV: Anadlisis e interpretacion de resultados

4.1. Analisis delos resultados
4.1.1. Calidad Microbiol6gica de muestras de queso tipo fresco

Se recolectaron 8 muestras de queso tipo fresco que se comercializa en 4 puestos
del mercado “Santa Rosa” ubicado en la ciudad de Riobamba- Ecuador. En la Tabla
3 se puede evidenciar que las muestras recolectadas incumplen con requisitos
establecidos por la NTE INEN 1528, notandose un importante crecimiento de

Enterobacterias, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Salmonella.

Tabla 4
Calidad microbiolégica de muestras de queso tipo fresco

Calidad microbiolégica de muestras de queso tipo fresco que se expanden en el mercado

“Santa Rosa”
Factor Puesto 1 Puesto 2 Puesto 3 Puesto 4
Requisitos de (UFC/mI) (UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml)
Diluci6
fucion a b a b a b a b
10 970 1010 INC INC 580 650 740 810
Enterobacterias 100 5800 6500 11300 11900 1100 1900 3600 4100
1000 33000 40000 61000 71000 0 0 7000 12000
10 INC 1230 1100 INC INC INC INC INC
Escherichia coli 100 INC 8800 7000 INC INC 13300 INC INC

1000 INC 43000 40000 73000 96000 86000 INC INC

TU

Staphylococcus INC INC INC INC 1010 910 INC INC
aureus 100 INC INC INC INC 7600 6600 INC  INC
1000 INC  INC 79000 INC 23000 19000 INC INC

10 INC INC 1110 1010 124 990 INC INC

Salmonella 100 8600 9000 8900 7000 99 6300 INC INC

1000 54000 64000 49000 35000 70 12000 INC INC

Nota: Requisitos Establecidos por la NTE INEN 1528
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El crecimiento de estos microorganismos contribuye al deterioro del alimento,
atentando contra la salud del consumidor. Los resultados obtenidos en esta
investigacion concuerdan con los resultados determinados por (Alvarez et al., 2022),
donde se realiza un muestreo de queso producido artesanalmente y comercializado
en mercados populares dando a notar la presencia de microorganismos patdgenos,
producto de una mala pasteurizacion, prensado y almacenado, productos que

fueron elaborados bajo minimas condiciones sanitarias.

4.1.2. Capacidad antimicrobiana de hojas de Melissa officinalis

Se realiz6 la determinacion de la capacidad antimicrobiana de las hojas de Melissa
officinalis frente a la cepa Escherichia coli, para lo cual se evalué la Capacidad
Minima Inhibitoria (CMI) de las hojas frente a la cepa. La capacidad de las hojas
para inhibir el crecimiento bacteriano se demuestra mediante la formacién de halos
de inhibicion alrededor de discos sensibles en las pruebas del espectro
antimicrobiano; si no se observa ninguna zona de inhibicion, esto puede indicar
resistencia bacteriana a las hojas estudiadas. Se prepararon soluciones a diferentes
concentraciones, evidenciando que, a concentraciones de rango bajo 0.25, 0.5 y
0.75% no se observa la formacion de halos de inhibicion debido a que existe
crecimiento de la cepa sobre los discos de sensibilidad, mientras que a partir de la

concentracion 1, 1.5y 2% se han formados halos de inhibicion.

Figura 2

Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Nota: Formacion de halos de inhibicion a diferentes concentraciones
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En la Tabla 5 se observan los resultados obtenidos al determinar la CMI, dando a
notar halos de inhibicion con mayor dimensién en las concentraciones de 1, 1.5y
2%. Es importante mencionar que a nivel alimentario estas concentraciones no
provocan toxicidad al producto, siendo segura su incorporacion en la produccion de
queso tipo fresco, garantizando de esta manera la inocuidad del alimento y la salud
del consumidor (Villa et al., 2019).

Tabla 5
Halos de inhibicién en mm

Distancia de halos de inhibicién en mm

Concentraciones % Repeticion 1 Repeticién 2 Repeticion 3

Control 0 0 0
0,25 0 0 0
0,5 0 0 0
0,75 0,9 0,9 1

1 1,7 1,8 1,8
1,5 2,5 2,5 2,5
2 3,8 3,8 4

Nota: Distancia de halos de inhibicion

4.1.3. Caracterizacion fisico-quimica

Figura 3
Muestras de queso

Nota: Q (queso sin adicion de Melissa officinlis);.1 (queso con 1.5% de Melissa
officinalis); Q2 (queso con 2% de Melissa officinalis).

Se proceso un queso tipo fresco con adicidon de las concentraciones del 1,5y 2% de
las hojas secas de Melissa officinalis, evaluando la caracterizacion fisicoquimica de
los dos mejores tratamientos que formaron un halo de inhibicion de mayor

dimension, de hojas de Melissa officinalis frente a la cepa Escherichia coli; para lo
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cual se tomd como referencia los requisitos fisico-quimicos establecidos por la NTE
INEN 1528.

Se evaluaron los parametros de acidez. pH, proteina y grasa, donde no se
encontraron diferencia significativa en ninguna de las muestras estudiadas (Ver
tabla 6 y 7), lo que quiere decir que la adicién de hojas de Melissa officinalis no
contribuye a la pérdida o aumento de estos parametros fisico-quimicos. Estos
parametros determinados en este estudio estan dentro de los rangos establecidos
porla NTE INEN 1528.

Tabla 6
Andlisis fisico-quimico de muestras de queso
Acidez Humedad Proteina
Muestra titulable % pH (%) (%) Grasa %
Q 0,41+0,032 4,97+0,062 61,25+1,002 14,300,212 15,29+0,012
Q1 0,470,052 5,29+0,012 55,38+0,53" 14,01+£0,012 15,20+0,022
Q2 0,550,082 5,29+0,01? 55,16+0,56° 13,71+0,53% 15,14+0,132

Nota: Q (queso sin adicion de Melissa officinalis); Q1 (queso con 1.5% de Melissa
officinalis); Q2 (queso con 2% de Melissa officinalis)

Tabla 7
Analisis de varianza parametros fisico-quimicos
ANOVA
Suma de gl Media F
cuadrados cuadratica

Entre grupos ,031 2 ,015 4,771
Acidez titulable %  Dentro de grupos ,019 6 ,003

Total ,050 8

Entre grupos ,205 2 ,102 77,471
pH Dentro de grupos ,008 6 ,001

Total 213 8

Entre grupos 71,631 2 35,816 45,743
Humedad (%) Dentro de grupos 4,698 6 ,783

Total 76,329 8

Entre grupos ,528 2 ,264 2,403
Proteina (%) Dentro de grupos ,659 6 ,110

Total 1,188 8

Entre grupos ,034 2 ,017 3,206
Grasa % Dentro de grupos ,032 6 ,005

Total ,066 8

Nota: Determinacion del analisis de Varianza ANOVA de los parametros fisico-
quimicos de muestras de queso.

35

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Estudios indican que la adicién de hojas, extractos, aceites esenciales e infusiones,
contribuyen a la reduccion del contenido de agua de un alimento, resultando ser
positivo para el producto, ya que a una menor humedad se reduce el riesgo de
contaminacidén por bacterias y hongos (Ceballos & Londofio, 2017); los datos
obtenidos en esta investigacién indican que al adicionar hojas secas de Melissa
officinalis en el queso a concentraciones del 1,5 y 2% se reduce el contenido de
humedad del producto; estos resultados concuerdan con lo mencionado por
(Sanchez et al., 2022), donde determinaron el efecto del aceite de orégano en las
propiedades fisicoquimicas, texturales y sensoriales del queso, notandose que la
adicion del aceite contribuye a la reduccidn del porcentaje de agua en el producto

final.
4.1.4. Evaluacion sensorial

Se determind la caracterizacion sensorial de los dos mejores tratamientos que
formaron un halo de inhibicion de mayor dimension, de hojas de Melissa officinalis
frente a la cepa Escherichia coli; se realizdé una prueba sensorial heddnica con un
panel de catadores compuesto por 20 panelistas semientrenados que probaron las
muestras de queso tipo fresco y queso tipo fresco con adicidén de hojas de Melissa

officinalis a concentraciones del 1,5y 2%.

La humedad de las muestras de queso sin hojas de Melissa officinalis (Q) se valoré
como “muy humeda”, mientras que en las muestras con hojas de Melissa officinalis
Q1 y Q2, se valoraron con una intensidad de “humedo”, estos valores concuerdan
con los valores obtenidos en el analisis fisico- quimico, donde se evidencia un
contenido mayor de humedad en la muestra Q, lo cual es un factor importante ya
que la adicién de las hojas de Melissa officinalis contribuye a la reduccion de agua
en el queso, factor que resulta positivo para prolongar la vida util del producto ya
que se reduce el riesgo del desarrollo de bacterias que pueden afectar la calidad del
queso (Ceballos & Londofio, 2017).

Al aplicar la prueba heddnica se determind que en parametros de elasticidad y

textura no se presentan diferencias significativas en ninguna de las muestras, es
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decir que la adicidn de hojas secas al 1,5 y 2% no alteraron estos atributos;

determinando una elasticidad “media” y una impresion textural “cerrada”.

El perfil gustativo y aromatico presentan diferencias significativas con respecto al
queso tipo fresco sin adicién de hojas secas de Melissa officinalis, evaluando a las
muestras Q1 y Q2 con un perfil gustativo y aromatico “intenso”, este factor puede
ser el resultado del sabor y olor caracteristicos de la planta. La adicion de especias
al queso puede cambiar significativamente su sabor, ofreciendo una variedad de
perfiles de sabores interesantes. La adicién de especias al queso no solo afecta el
sabor, sino también el aroma. Las especias pueden contribuir a crear un bouquet
aromatico complejo y agradable en el queso (fragancias herbales y frescas) (Cano,
2021).

Se determin6 una firmeza muy elevada en las muestras Q1 y Q2 a diferencia de la
muestra Q donde se estableciéo una menor firmeza, valores que coinciden con los
resultados obtenidos en el analisis fisico- quimico donde se puede notar que las
muestras Q1 y Q2 poseen un menor contenido de humedad con respecto a Q; por
lo que al tener menos cantidad de agua en un alimento se contribuye a una mejor

firmeza en el producto final (Estrada, 2019).

En la figura 4 se observa el resultado del analisis de 6 atributos evaluados por los
20 panelistas semientrenados, dando a notar que la mayoria de panelistas localizan
las mejores caracteristicas del producto en las muestras Q1 y Q2. Es necesario
destacar que la cantidad y tipo de planta utilizada, asi como la forma en que se
incorporan en el queso, pueden afectar la calidad sensorial de manera diferente, es
esencial considerar las preferencias del consumidor y las caracteristicas especificas

del producto final (Sanchez et al., 2022).
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Figura 4
Diagrama de arafia de los resultados de la evaluacion sensorial

EVALUACION SENSORIAL

== Q Q1 Q2

Humedad superficial
_20_
15 i
Impresidn textura 10 I

5 ) .

| Perfil Gustativo

i ~
Firmeza /

/ \

Intensidad Aromatica

Elasticidad

Nota: Q (queso sin adicién de Melissa officinalis); Q1 (queso con 1.5% de Melissa
officinalis); Q2 (queso con 2% de Melissa officinalis)
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CAPITULO V: Conclusiones y Recomendaciones
5.1. Conclusiones

Se determind la calidad microbioldgica de quesos tipo fresco que se expenden en el
mercado “Santa Rosa” Riobamba - Ecuador; evidenciando una alta contaminacion
en sus productos, lo cual atenta contra la inocuidad del producto, alterando su
contenido nutricional, y la reduccion de tiempo de vida util del producto, los resultados

obtenidos incumplen los requisitos establecidos por la NTE INEN 1528.

Las hojas secas de Melissa officinalis presentan propiedades antimicrobianas a
concentraciones de 1,5 y 2%, presentando la formacion de halos inhibitorios frente

a la cepa Escherichia coli.

La aplicacion de hojas de Mellissa officinalis en el queso tipo fresco ayudoé a reducir
el porcentaje humedad del producto final, factor que es importante para mejorar su

vida util ya que se reduce el riesgo del desarrollo de bacterias y hongos.

Las variables analizadas como acidez, pH, proteina y grasa en el queso fresco tras
la adiccion de hojas secas de Melissa officinalis no alteran estos parametros fisico-

quimicos.

Al adicionar hojas secas de Melissa officinalis se intensifica el perfil gustativo y

aromatico del producto, pero se mantienen los atributos de elasticidad y de textura.
5.2. Recomendaciones

Estudiar la composicién quimica del extracto acuoso de Melissa officinalis para

determinar los compuestos que le otorgan la capacidad antimicrobiana.

Para conservar por mayor tiempo el extracto acuoso y evitar su descomposicién, se
recomienda filtrarlo para eliminar microorganismos que puedan alterar sus

caracteristicas fisicoquimicas y almacenarlo en refrigeracion.
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Realizar pruebas para determinar la actividad antibacteriana de Melissa officinalis

contra otras bacterias de importancia alimentaria como Salmonella, Staphylococcus

aureus, Listeria monocytogenes, y enterobacterias.

En la elaboracion del queso fresco con la adicion de las hojas de Melissa officinalis,
se recomienda que estas sean afiadidas durante la cuajada con la finalidad de que

se extraigan los compuestos activos de la planta y se concentren en el queso.
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ANEXOS

Anexo 1. Calidad Microbiolégica de muestras de queso tipo fresco- muestras

gue se comercializan en el Mercado “Santa Rosa” de la ciudad de Riobamba.

Anexo 2: Activacion de la cepa Escherichia coli ATCC 25922
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