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Resumen

La contaminacion microbiana en la industria alimentaria, especialmente en
productos lacteos como el queso, representa un problema grave a nivel global.
Factores como malas précticas de higiene y almacenamiento inadecuado aumentan
el riesgo de proliferacion de microorganismos patdégenos, lo que provoca
enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) que afectan a millones de
personas cada afio. En América Latina, pequefios productores de queso artesanal,
como en Ecuador, enfrentan desafios para cumplir con estandares de seguridad
alimentaria debido a la falta de acceso a tecnologias avanzadas y practicas
adecuadas de higiene. Este estudio se centrd en evaluar la efectividad de aceites
esenciales de orégano (Origanum vulgare) y romero (Rosmarinus officinalis), que
presentaban una densidad de 0,973 g/cm3, pH 6 y 43 GL. Las pruebas
microbiologicas demostraron que estos aceites son eficaces en la reduccién de la
carga microbiana en el queso fresco, mostrando una disminucién significativa de
patégenos peligrosos como Escherichia coli y Staphylococcus aureus en muestras
tratadas con ellos. La implementacion de estos aceites esenciales en la produccion
de queso fresco puede mejorar la seguridad alimentaria en la quesera estudiada.
Dado que la contaminacion microbiana es un problema critico en la produccion de
lacteos, el uso de estos extractos naturales representa una solucion sostenible para
mitigar riesgos para la salud publica asociados con el consumo de queso artesanal,
contribuyendo asi a la calidad del producto y la competitividad del mercado.

Palabras clave: Contaminacion microbiana, aceites esenciales, queso.
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Abstract

Microbial contamination in the food industry, especially in dairy products such
as cheese, represents a serious problem globally. Factors such as poor hygiene
practices and inadequate storage increase the risk of proliferation of pathogenic
microorganisms, causing foodborne ilinesses (FBIs) that affect millions of people
every year. In Latin America, small artisanal cheese producers, such as in Ecuador,
face challenges in meeting food safety standards due to lack of access to advanced
technologies and proper hygiene practices. This study focused on evaluating the
effectiveness of oregano (Origanum vulgare) and rosemary (Rosmarinus officinalis)
essential oils, which had a density of 0.973 g/cms3, pH 6 and 43 GL. Microbiological
tests demonstrated that these oils are effective in reducing the microbial load in fresh
cheese, showing a significant decrease in dangerous pathogens such as Escherichia
coli and Staphylococcus aureus in samples treated with them. The implementation of
these essential oils in fresh cheese production can improve food safety in the studied
cheese factory. Since microbial contamination is a critical problem in dairy
production, the use of these natural extracts represents a sustainable solution to
mitigate public health risks associated with the consumption of artisanal cheese, thus

contributing to product quality and market competitiveness.

Keywords: Microbial contamination, essential oils, cheese
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Introduccién

En los dltimos afios, la contaminacion microbiana en la industria alimentaria ha
representado uno de los problemas mas serios a nivel global. Los productos de
origen animal, como el queso, son especialmente vulnerables a la proliferacion de
microorganismos patégenos debido a factores como malas condiciones de higiene,
almacenamiento y manejo durante la produccion y distribucién (Gonzalez et al.,
2022). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefiala que anualmente, mas de
600 millones de personas en todo el mundo padecen enfermedades transmitidas por
alimentos (ETAs), siendo una parte considerable de estos casos atribuible a la
contaminacion bacteriana en productos lacteos y sus derivados, como el queso
(Vasquez et al., 2018).

La contaminacion microbiana no solo afecta la salud publica, sino que también
genera importantes repercusiones econdmicas para los productores, ya que los
productos contaminados deben ser retirados del mercado, resultando en pérdidas
directas (Lampert, D., & Porro, S, 2020). Ademéas, los brotes de enfermedades
vinculados a alimentos contaminados disminuyen la confianza del consumidor y
ponen en riesgo la viabilidad econémica de la industria local. Para mitigar estos
riesgos, se estdn explorando soluciones innovadoras que integren métodos
tradicionales con alternativas naturales para el control microbiologico (Rios et al.,
2018)

En América Latina, los pequefios y medianos productores de queso artesanal
enfrentan una creciente presion para elevar los estdndares de seguridad alimentaria
(Montero, 2017). Frecuentemente, los productores locales no tienen acceso a
tecnologias avanzadas para el control microbioldgico, lo que los hace susceptibles a
la proliferacion de microorganismos patdégenos como Salmonella, Listeria y
Escherichia coli (Moreno et al., 2024). En patrticular, en paises como Ecuador, la
produccion de queso artesanal es fundamental para la economia, pero la falta de
infraestructura adecuada, un control de higiene ineficaz y practicas de fabricacion

deficientes aumentan el riesgo de contaminacion.
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La contaminacion de quesos frescos puede ocurrir debido a varios factores,
como la higiene del personal involucrado en el proceso, la seleccion, recepcion y
almacenamiento de la materia prima, fallos en los procesos térmicos destinados a
eliminar patdégenos, contaminacion cruzada, manipulacion del producto sin las
debidas protecciones, uso de utensilios contaminados y temperaturas inadecuadas
durante el almacenamiento del producto final (Arteaga et al., 2021)

Las enfermedades transmitidas por alimentos resultan de una amplia variedad
de productos alimenticios contaminados por microorganismos patégenos, toxinas o
sustancias quimicas. Mantener una buena calidad y control de los alimentos se
traduce en un ahorro significativo en costos sociales, individuales para los
consumidores y para los propietarios de las industrias productoras (Benavides,
2015).

Investigaciones han sefialado que el consumo de queso artesanal ha llevado a
un incremento en los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)
(Rios et al., 2018), debido a deficiencias en su proceso de produccion,
especialmente en aspectos criticos como el uso de leche cruda, problemas en la
manipulacion, transporte, almacenamiento y un aumento en la humedad. Estas
cuestiones dificultan el mantenimiento de un adecuado nivel de higiene, lo que

impide ofrecer un producto seguro para el consumo humano.

Santo Domingo, situada en la provincia de Santo Domingo de los Tséachilas, es
conocida por su produccién de quesos artesanales. Sin embargo, los productores
locales se enfrentan a diversos problemas en relacién con la higiene y la seguridad
alimentaria. La mayoria de las queserias de la zona carecen de sistemas de
refrigeracion adecuados y de controles microbioldgicos rigurosos. Ademas, la falta
de conocimiento sobre préacticas de bioseguridad y la carencia de capacitacion en la
gestion de riesgos microbiolégicos son factores que incrementan la contaminacion

de los productos (Merchan et al., 2019).

En este contexto, las alternativas naturales han ganado importancia. La
aplicacion de aceites esenciales de plantas como el orégano (Origanum vulgare) y
el romero (Rosmarinus officinalis) ha demostrado ser eficaz para disminuir el

crecimiento bacteriano en varios alimentos, incluyendo los productos lacteos

(Nazzaro, 2017). Estas plantas contienen compuestos activos como carvacrol, timol
2
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y acido rosmarinico, reconocidos por sus propiedades antimicrobianas (Ortega,
2018). El uso de aceites esenciales no solo mejora la seguridad alimentaria, sino
gue también representa una opcion sostenible y accesible para los productores
locales, quienes a menudo carecen de recursos para implementar tecnologias mas
avanzadas (Burt, 2004). El objetivo general de esta investigacion fue evaluar la
eficacia de los aceites esenciales de orégano (Origanum vulgare) y romero

(Rosmarinus officialis) para reducir la contaminacion microbiana en una quesera de

Santo Domingo de los Tsachilas
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CAPITULO I: El Problema de la Investigacion

1.1. Planteamiento del problema

En el &mbito de la produccion de queso artesanal en Ecuador, uno de los
principales retos que enfrentan los pequefios productores es la contaminacion
microbiana, la cual impacta de manera directa la seguridad alimentaria y la
calidad del producto (Sanchez, J., & Pérez, J. 2016). Este problema es
persistente en los productos lacteos, especialmente en los quesos, debido a
factores como un manejo inadecuado durante la produccién, la ausencia de
controles microbiolégicos eficaces y condiciones de almacenamiento
inadecuadas (Saltos et al., 2018). A pesar de que el queso artesanal es muy
valorado por su sabor y calidad, también es vulnerable a la proliferacion de
bacterias patdégenas, que pueden causar enfermedades gastrointestinales y, en

algunos casos, brotes epidémicos.

Los métodos tradicionales de conservacion, como la pasteurizacion, no
siempre son accesibles ni econémicamente viables para los productores locales
(Merchéan et al., 2019). La dependencia de conservantes artificiales o el uso de
técnicas basicas no asegura la eliminacién de todos los patégenos y puede
afectar la calidad sensorial del queso, lo que a su vez reduce su competitividad
en el mercado (Solorzano, 2021). En el caso de las queserias artesanales en
ciudades como Santo Domingo, Ecuador, la falta de acceso a tecnologias
avanzadas de conservacion y el escaso conocimiento sobre practicas de higiene
en el proceso de produccion contribuyen a que la contaminacién microbiana siga

siendo un problema persistente.

Un area emergente de interés en la biotecnologia alimentaria es la utilizacion
de extractos naturales con propiedades antimicrobianas, como los de orégano
(Origanum vulgare) y romero (Rosmarinus officinalis). Estos extractos son
reconocidos por sus compuestos activos, como el carvacrol, el timol y el acido
rosmarinico, que han demostrado ser efectivos contra microorganismos en

diversos alimentos (Tofifio et al., 2017). Esto resalta la necesidad de realizar
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estudios que validen su efectividad, optimicen las condiciones de uso y analicen

su impacto en la seguridad alimentaria y la calidad del producto.

1.2. Delimitacion del problema

La investigacion se realizara en Santo Domingo de los Tsachilas, una provincia
de Ecuador, enfocAndose en una quesera artesanal representativa de la region.
Aungue se reconoce que la contaminacion microbiana es un problema que afecta a
muchas queserias locales, este estudio se concentrard en una en particular para
obtener resultados especificos y concretos. La zona es reconocida por su
produccién de queso artesanal, Io que la convierte en un contexto ideal para llevar a

cabo el estudio.

El periodo de estudio sera de tres meses, durante los cuales se realizaran las

siguientes fases:

« Evaluacién inicial de la contaminacion microbiana (primeros meses),
« Pruebas de actividad antimicrobiana de los extractos naturales (primer mes 'y
segundo mes),

« Pruebas de aplicacién y optimizacion de condiciones (mes 3),

El objetivo principal del estudio es evaluar la efectividad antimicrobiana de los
aceites esenciales de orégano y romero en la prevencion y disminucion de la
contaminacién microbiana en el queso artesanal. Este estudio no considerara otros
métodos de conservacion de alimentos ni técnicas de control microbiol6gico que no

utilicen aceites esenciales.

Se recogeran muestras utilizando un hisopo de los utensilios, la mesa, los
moldes utilizados en la elaboracién del queso y del queso ya producido en una
guesera en Santo Domingo, centrandose en las principales cepas bacterianas
patégenas presentes en la produccién local. Los aceites esenciales se obtendran de
un laboratorio con registro sanitario, y las pruebas de actividad antimicrobiana se

llevaran a cabo mediante técnicas microbioldgicas reconocidas, como la técnica de
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difusion en agar y la determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias.
(CMI).

1.3. Formulacién del problema

La contaminacion microbiana en los quesos elaborados en queserias representa
una amenaza considerable para la salud publica y la competitividad de los
productores locales (Lépez et al., 2024). A pesar del aumento en la demanda de
productos artesanales, la falta de tecnologias efectivas para el control
microbiolégico, como la pasteurizacion o el uso de conservantes artificiales, limita la
capacidad de los productores para asegurar la inocuidad de sus productos
(Rodriguez et al., 2019). Esta situacion pone en peligro no solo la salud de los

consumidores, sino también la viabilidad de la industria lactea artesanal.

Hay una carencia de estudios sobre la utilizacién de extractos naturales, como
los de orégano y romero, para disminuir la contaminacion microbiana en el queso
artesanal en Ecuador. A pesar de que investigaciones anteriores han mostrado las
propiedades antimicrobianas de estos extractos, su efectividad no ha sido evaluada
en el contexto particular de la produccion de queso en Santo Domingo. Asimismo,
no se han definido parametros claros respecto a las condiciones optimas de uso y

concentracion (Sarango, 2020).

1.4. Preguntas de investigacion

¢Cuél es la concentracion mas eficaz de los aceites esenciales de orégano
(Origanum vulgare) y romero (Rosmarinus officinalis) para reducir la contaminacién
microbiana en los utensilios y superficies de trabajo de una quesera en Santo

Domingo, Ecuador?

¢, Qué impacto tienen los aceites esenciales de orégano y romero en la reduccién de

la contaminacion microbiana en los utensilios, superficies de trabajo de una quesera

y queso fresco?
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1.5. Objetivos
1.5.1 Objetivo general

Evaluar la eficacia de los aceites esenciales de orégano (Origanum vulgare) y
romero (Rosmarinus officinalis) para reducir la contaminacion microbiana en

gueso fresco, en una quesera de Santo Domingo — Ecuador

1.5.2 Objetivos especificos

1. Establecer la concentracion Optima de los aceites esenciales de orégano
(Origanum vulgare) y romero (Rosmarinus officinalis) (0.4%, 0.6%) para
reducir la contaminacion microbiana en los utensilios, superficies de trabajo y
gueso fresco en la quesera.

2. Determinar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de orégano
(Origanum vulgare) y romero (Rosmarinus officinalis) frente a los patégenos

identificados en el queso fresco.

a. Hipotesis

"Los aceites esenciales de orégano (Origanum vulgare) y romero (Rosmarinus
officinalis) tienen un efecto antimicrobiano significativo en la reduccion de la
contaminacion microbiana en el queso fresco y en los utensilios, mesa y molde que
se utiliza para elaborar el queso en una quesera de la ciudad de Santo Domingo -

Ecuador."

b. Justificacion

La elaboracion de queso artesanal en Ecuador, especialmente en la provincia de
Santo Domingo de los Tsachilas, es una actividad que posee un gran significado
econdmico Yy cultural. Este tipo de queso es parte del patrimonio alimenticio del pais
y es altamente apreciado tanto a nivel local como internacional (Anchundia et al.,
2019). No obstante, uno de los desafios mas serios que enfrentan los productores
de queso artesanal es la contaminacion microbiana, la cual impacta directamente la
seguridad alimentaria y la calidad del producto (Paredes et al.,, 2018). Esta

contaminacién puede provocar enfermedades gastrointestinales, lo que representa

7
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un riesgo para la salud puablica, particularmente en productos lacteos no
pasteurizados, como sucede con el queso artesanal en varias regiones de Ecuador
(Rodriguez et al., 2019).

En las queserias artesanales, la carencia de acceso a tecnologias avanzadas de
conservacion y la falta de sistemas adecuados de control microbiologico agravan
esta situacion (Solorzano, 2021). Si bien el uso de conservantes sintéticos podria
ser una solucion, este enfoque resulta costoso y afecta negativamente la percepcion
de los consumidores, quienes prefieren productos naturales y saludables
(Vinocunga et al., 2023). Por lo tanto, es crucial encontrar alternativas que
disminuyan la carga microbiana sin afectar la calidad sensorial del queso, ya que

esto es esencial para la aceptacion por parte de los consumidores.

El uso de aceites esenciales naturales, como los de orégano (Origanum vulgare)
y romero (Rosmarinus officinalis), en la conservaciéon de alimentos ha cobrado
relevancia en la investigacion cientifica por sus propiedades antimicrobianas. Estos
aceites contienen compuestos bioactivos como el carvacrol, el timol y otros
terpenoides, los cuales han demostrado ser eficaces contra diversos
microorganismos patégenos en los alimentos (Gonzélez et al., 2016).
Investigaciones han evidenciado que tanto el orégano como el romero poseen
propiedades bactericidas y fungicidas que pueden inhibir el crecimiento de bacterias
patdgenas en productos lacteos, lo que los convierte en una alternativa prometedora

para el control microbiolégico en la elaboracién de queso artesanal (Sarango, 2020).

El uso de aceites esenciales naturales no solo mejora la seguridad alimentaria,
sino que también podria ofrecer beneficios econémicos a los pequefios productores
de queso artesanal. Estos aceites son relativamente accesibles, especialmente en
paises como Ecuador, donde el orégano y el romero se cultivan localmente. Su
aplicacion podria representar una solucion sostenible y econOmica para las
gueserias artesanales, eliminando la necesidad de tecnologias costosas o
conservantes artificiales (Tofifo, 2017). Esto es particularmente relevante en un
contexto en el que los pequefios productores enfrentan limitaciones econdmicas y, a

menudo, carecen de acceso a tecnologias avanzadas de conservacion.
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La adopcién de soluciones naturales podria ser fundamental para aumentar la

competitividad del queso artesanal en el mercado, al coincidir con las tendencias

globales hacia el consumo de alimentos organicos y naturales. Los consumidores

muestran un creciente interés por productos sin aditivos sintéticos y producidos de

manera sostenible, lo que crea nuevas oportunidades tanto en el mercado local

como internacional (Brito et al., 2020).

Tabla Nro. 1 Declaracion de las variables (Operacionalizacién)

Variable Definicion Definicion  Dimensione Indicadores Escala de
onceptua eraciona S edicién
C tual O I Med
Evaluacién de 1
Presenciade la presencia o P'resenci a/ausen
microorganis ausenciade 1. cia de colonias
mos microorganis  Superficies bacterianas. en
(bacterias) en mos en de trabajo cultivos '
las superficies superficiesy (mesa de 5 Comparacion
.. detrabajo utensilios trabajo) ' P o
Contaminaci . .. entre las Cualitativa
) (mesa) y mediante 2. Utensilios S .
on X . . superficiesy  (Presencia/Ausen
Microbiana utensilios cultivos en (cuchillos, utensilios cia)
(cuchillos, medios de moldes, tratados v no
moldes, etc.) agar batidores) tratados y
utilizados en  selectivos, 3. Producto 3. Comparacion
la produccion antes'y final queso ehtre elp LSO
de queso después de la fresco. fresco trgta do
fresco. aplicacién de y
extractos no tratado
Los aceites
Aplicacion de esenciales se
aceites aplicaranenel C
esenciales de  producto final Concentraci S >
orégano y el queso y las On del aceite d oncentracion
- i e aceites
romero sobre superficies esencial esenciales?
superficies mesas . '
Aplicacion perficies y — (mesas) y 0,4%, Método de .

) utensilios con utensilios 0,6%) aplicacion Cualitativa
deaceites g fin ge (cuchillos, 5"\ 12t0do (pulverizacién (Presencia/Ausen
esenciales  reducir la moldes, etc.) . opaplicacién cia)

ntaminacion utilizan o .
(r:rg)ictr?)biar?;:in utlve?izd;:ién aplicacion  directa)
pulverizact (pulverizaci 3. Frecuencia

afectar las o aplicacion .
e . on, de aplicacion

caracteristicas directa antes o L F

sensoriales del de cada ciclo aplicacion  (diaria)

directa)

queso. de produccion

de queso.
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CAPITULO II: Marco Teérico Referencial

2.1. Antecedentes Referenciales

A nivel mundial, el queso se encuentra entre los productos lacteos mas
consumidos y comercializados. De acuerdo con la Organizacion para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), en 2018 se produjeron mas de 22 millones
de toneladas de queso a nivel global, siendo Estados Unidos el mayor productor,
seguido de Alemania y Francia. La seguridad alimentaria representa una
preocupacion importante, ya que patdogenos como E. coli y Listeria
monocytogenes pueden contaminar los productos lacteos, lo que resalta la
necesidad de implementar controles microbiolégicos rigurosos (Moreno et al.
2024).

Un estudio realizado en las Américas entre 2007 y 2016 revelé una
alarmante presencia de patdégenos en el queso fresco, con un 43,71% de
Staphylococcus aureus, un 18,51% de Escherichia coli y un 16,26% de Listeria
monocytogenes. Estos microorganismos son capaces de causar enfermedades
transmitidas por alimentos, lo que enfatiza la necesidad urgente de implementar
medidas efectivas para controlar la contaminacion microbiana en este tipo de

producto lacteo (Merchan et al. 2019).

A nivel nacional, investigaciones recientes han demostrado que los quesos
frescos producidos en Ecuador presentan una alta carga microbiana, con
importantes prevalencias de patégenos como Staphylococcus aureus y Listeria
monocytogenes. Un estudio realizado en la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo evidencié que las condiciones higiénicas durante el proceso de
produccion son inadecuadas, lo que resalta la necesidad urgente de implementar
medidas efectivas para controlar la contaminacién microbiana. Asimismo, se ha
sugerido que el uso de extractos naturales podria ser una estrategia viable para
mejorar la seguridad microbiolégica sin comprometer las caracteristicas

sensoriales del producto final (Haro, 2016).

Investigaciones han demostrado que extractos de plantas como el orégano

(Origanum vulgare) y el romero (Rosmarinus officinalis) cuentan con destacadas
10
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propiedades antimicrobianas. Un estudio especifico evidencié que el aceite
esencial de orégano es eficaz contra diversos patégenos, incluidos E. coli y
Salmonella, lo que sugiere su potencial aplicacion en la conservacion de
productos lacteos (Sanchez, 2015). Ademas, el romero ha mostrado efectos
antioxidantes que podrian reforzar su papel como conservante natural en quesos

frescos.

En Santo Domingo y otras areas de Ecuador, el queso fresco es un elemento
fundamental en la dieta local. Sin embargo, muchas queserias presentan
deficiencias en sus condiciones higiénicas. Estudios han revelado que las
practicas inadecuadas en el proceso de produccién pueden resultar en una
carga microbiana elevada en estos productos, como sefialan Vasquez et al.
(2018). Esta situacion se ve agravada por la ausencia de regulaciones efectivas

en los mercados informales.

Los extractos naturales, como los de orégano y romero, se estan
investigando como opciones para potenciar la seguridad microbioldgica del
queso fresco sin comprometer sus caracteristicas sensoriales. Estudios
realizados en la region han comenzado a analizar estas alternativas, resaltando
el potencial de estos ingredientes naturales para enfrentar patdogenos frecuentes

en productos lacteos (Moreno et al. 2024).

2.2. Marco Conceptual
2.2.1 Aceite esencial de Orégano y Romero

El orégano (Origanum vulgare) es una planta reconocida por sus propiedades
antimicrobianas, gracias a los compuestos fendlicos y aceites esenciales que
ayudan a combatir diversos patdégenos. Segun Jara y Fernandez (2024), el aceite
esencial de orégano ha mostrado eficacia en la inhibicion de microorganismos como
Escherichia coli y Salmonella spp. Esto sugiere que el orégano podria ser utilizado
como un conservante natural en productos alimenticios, lo que contribuiria a mejorar

su seguridad microbiolégica.

11

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



El romero (Rosmarinus officinalis) también posee propiedades antioxidantes y
antimicrobianas. Estudios han demostrado que el aceite esencial de romero puede
reducir la carga microbiana en productos lacteos, sin afectar las caracteristicas
organolépticas del alimento (Rios et al., 2018). Esto resalta su potencial como una
alternativa natural para el control de la contaminacién microbiana en la industria
alimentaria.

2.2.2 Contaminacién Microbiana

La contaminaciéon microbiana en productos lacteos es un problema serio que
puede provocar enfermedades transmitidas por alimentos. Patégenos como
Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes son responsables de varios brotes
de estas enfermedades. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2020),
esta contaminacion representa un riesgo considerable para la salud publica, lo que

subraya la necesidad de implementar estrategias de control efectivas.
2.3.  Marco Teorico

El marco tedrico, se realizé partiendo de la revision de contenidos de articulos
publicados en revistas indexadas en bases de datos como: Dialnet, Ebsco, Redalyc,
Scielo y Scopus del 2017 al 2024, en torno a los antecedentes que hay con respecto

a las variables estudiadas, con el propdsito de esbozar bases tedricas.

Segun la OMS, cada afio millones de personas sufren enfermedades causadas
por alimentos, siendo los productos lacteos una fuente frecuente de estas
infecciones (WHO, 2023), la contaminacion microbiana en productos lacteos
representa un problema importante que puede afectar tanto la seguridad alimentaria
como la calidad de estos productos. La leche cruda puede contener diversos
patégenos, y si no se maneja adecuadamente, puede favorecer el crecimiento de

microorganismos indeseables (Vinocunga et al., 2023).

Como antecedentes internacionales tenemos el estudio realizado por Lampert &

Porro (2020) fue realizado en Argentina, en la provincia de Buenos Aires, que
12
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determinaron las enfermedades transmitidas por alimentos son un problema grave
de salud publica, afectando de manera especialmente dura a grupos vulnerables
como los niflos menores de cinco afos. A nivel mundial, estas enfermedades
causan aproximadamente 2,2 millones de muertes al afio, o que subraya la urgente
necesidad de establecer medidas efectivas de seguridad alimentaria para proteger
la salud publica (Lampert & Porro, 2020).

Idarraga et al. (2023) en un estudio realizado en el departamento de Quindio,
Colombia, se llevé a cabo un analisis microbiologico del queso cuajada, donde se
detectd la presencia de E. coli en al menos una muestra de cada municipio, asi
como en el queso comercial, encontrdndose en el 72.22% de las muestras. Estos
resultados indican que los quesos analizados presentan condiciones higiénicas
deficientes. Por lo tanto, es necesario implementar controles microbioldgicos en las
gueserias ecuatorianas para establecer estrategias biotecnoldgicas que reduzcan la

contaminacion microbioldgica existente.

Vasquez et al. (2018) en el estudio realizado a cinco empresas de Cajamarca,
Peru, sobre la evaluacion de calidad bacteriologica de quesos, determino que, de
las 30 muestras de queso fresco recolectadas de 5 empresas en Cajamarca, se
encontrd un alto porcentaje de muestras contaminadas con microorganismos, lo que
indica condiciones higiénicas inadecuadas en su produccion, transporte o venta. Es
necesario que las empresas que elaboran quesos implementes BPM y que
garanticen que el queso no contenga microorganismos patogénesis que causan

problemas de salud a sus consumidores.

Merchan et al. (2019) en un estudio sobre 31 muestras de queso artesanal
recogidas en tiendas registradas en la camara de comercio de Tunja, Colombia, se
determiné que el 96.7% de las muestras de quesos frescos artesanales (queso
campesino y queso de hoja) excedieron los limites permitidos de coliformes totales.
Ademas, el 38.7% de las muestras mostraron niveles de Staphylococcus aureus
superiores a lo permitido. La prevalencia de Listeria monocytogenes y Salmonella
typhi fue de 3.6% y 3.1%, respectivamente, siendo el queso campesino el mas
afectado por ambos microorganismos, por ultimo, el 90% de los quesos presentaron

recuentos de aerobios mesdfilos.
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UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Céndida Diaz y Bedirva Gonzalez (2016) en un estudio realizado en la ciudad de
Mérida, Venezuela, se analizaron 72 muestras de queso blanco fresco clasificado
como semiduro segun la normativa venezolana, tomadas en diferentes puntos de
venta, se detecto la presencia de S. aureus en 50 de las 72 muestras estudiadas, lo
qgue representa el 69.44%. Ademas, los coliformes totales superaron el 97.22% en
los quesos analizados. Las condiciones de las queseras y los equipos de
produccion, asi como la higiene de las manos de los trabajadores y la limpieza de

las superficies, son fundamentales para prevenir la contaminacion.

Ramirez et al. (2018) se realizaron estudios microbiol6gicos en muestras de
guesos artesanales producidos a pequefia escala en tres estados de Venezuela,
donde se detectd la presencia de colonias presuntivas de Salmonella spp. en dos
muestras de fincas diferentes del municipio Miranda, una de leche y otra de suero
drenado. La presencia de Salmonella spp. en el queso constituye un riesgo
significativo para la salud publica, ya que esta bacteria puede provocar
salmonelosis, una enfermedad gastrointestinal que se manifiesta con sintomas
como diarrea, fiebre y célicos abdominales, ademds, su deteccion en productos
lacteos sugiere fallos en las practicas de higiene durante la produccion,
procesamiento, almacenamiento o transporte, lo que compromete la seguridad

alimentaria del producto.

Benavides (2015) en su estudio realizado en Ecuador, la provincia de Carchi,
determinaron que hay pequefas y medianas plantas de procesamiento que todavia
utilizan métodos artesanales para la produccién de queso amasado y su posterior
venta. Estas industrias suelen elaborar estos productos de manera empirica,
empleando técnicas rudimentarias, procesos sin control y con un minimo de
supervision en la calidad durante el procesamiento y manejo del queso. Que las
gueseras no cuenten con una infraestructura adecuada, talento humano capacitado,
tecnologia actual que puedan realizar controles de calidad esto desencadena a que

no puedan garantizar quesos de calidad.
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2.3.1. Queso de mesa

Es un producto que se consume en gran cantidad a nivel del pais. Su
elaboracion se realiza a través de la acidificacion de leche fresca cruda, se realiza la
coagulacion, de manera natural, gracias a su microbiota local. Esto le otorga
caracteristicas sensoriales particulares, a diferencia de los quesos elaborados con
leche pasteurizada (Merchan et al., 2019).

Vinocunga et al. (2023), en su estudio de desarrollado en la provincia de
Chimborazo, sobre el Disefio del proceso de obtencion de queso fresco en el
software SuperPro Designer, determino que, en el Ecuador, gran parte de la
produccion de queso fresco se realiza de manera artesanal, lo cual implica
insuficientes condiciones higiénico-sanitarias y un escaso control para asegurar la
obtencién de productos de calidad comercial. Es necesario a nivel nacional se
implementen politicas publicas de control de elaboracién del queso y se
implementen estrategias para mitigar la contaminacion microbiana que en la

actualidad tiene el queso que expende en los mercados ecuatorianos.
2.3.2. Elaboracién del Queso de mesa

La elaboracién del queso de mesa se fundamenta en siete etapas claves:
recepcion de la materia prima, tamizacién, coagulacion, cortado y batido, desuerado
y salado, moldeado, empacado y almacenamiento (Arteaga et al., 2019). A
continuacion, se describen estas fases del proceso de produccion del queso (grafico
Nro. 1).
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Leche Integra

L 4
Pasteurizacion: 63°C. 30 min
Atemperado: 37°C
40 ml de CaCl>: 420 g/l
Mezclado
por 100 | de leche
Proteina Recuperada
Mezclado
del suero
A4
80 ml de cuajo ¥ p
Coagulacion: 37°C, 30 min
por 100 1 de leche v
Corte: Liras 1 cm de distancia
\ 4
Agitacion: Suave. 40 min
Suero
Desuero: Manual
0.9 kg NaCl por v
———fly 4
100 1 de leche Salado
v
Prensado: 20 psi, 10 min
+ Queso
Empacado >
Fresco

Figura N.1 Esquema del proceso de fabricacion del queso fresco (Baque, 2018)

De acuerdo a Sol6rzano (2021) en su estudio realizado en Manabi, Ecuador,
gue evaluo las principales fincas productoras de queso fresco artesanal, en relacion
con la preferencia sensorial, asi como la calidad fisicoquimica y microbiolégica, se
indica que el queso artesanal puede estar expuesto a la contaminacion de diversas
maneras, esto comienza desde el proceso de ordefio, sigue con la elaboracién del
producto que incluye la higiene y el uso de utensilios y concluye con el transporte
hacia los puntos de venta. Es fundamental asegurar la calidad del queso para
prevenir problemas de salud en los consumidores. Las queserias deben llevar a
cabo estudios microbiolégicos e implementar estrategias innovadoras para evitar la

contaminacion microbiologica.
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Arteaga et al. (2021) en su estudio realizado en Manabi, Ecuador, sobre la
evaluacion de las buenas préacticas en la elaboracion de queso artesanal,
encontraron que existen serias deficiencias en las operaciones de obtencion de la
materia prima y de elaboracion del queso fresco relacionadas con la higiene y la
manipulacion de los utensilios, no tienen sistemas de registros, ni plan de limpieza y
desinfeccion. El no contar con buenas practicas de manufacturas implementadas
ocasiona que el producto final el queso cuente con gran cantidad de

microorganismos que pone en juego la salud de la poblacion

La adopcion de procedimientos estandarizados (POE y POES) en la linea de
produccion de queso fresco de la Cooperativa de Producciéon Agropecuaria Chone
LTDA resulté en la eliminacion del Staphylococcus aureus con una alta probabilidad
de éxito (Saltos et al., 2018). Los POE son fundamentales para asegurar que se
implementen practicas seguras en la produccién, manejo y almacenamiento del

gueso, lo que ayuda a disminuir el riesgo de contaminaciéon microbiolégica.

2.3.3. Principales origenes de contaminacion en la elaboracion del queso

La leche se obtiene principalmente de las vacas, y en sus ubres pueden
encontrarse bacterias como S. aureus, Streptococcus y coliformes, ademas, la
infeccidn en la ubre puede ocurrir a través de la sangre a través de los capilares
mamarios, lo que permite la entrada de Salmonellas, Brucellas y Mycobacterium
tuberculosis, es relevante mencionar que en el aire pueden estar presentes
patdbgenos como Micrococcus, Streptomyces y Aspergillus, también hay diversas
fuentes de agua, como corrientes, tanques y depdsitos, que a menudo pueden estar
contaminadas, esta agua se utiliza para la higiene y el consumo de los animales, asi
como en la produccién de queso, especificamente para el lavado de utensilios,
mesas y otros equipos (Solorzano, 2021). La adopciéon de practicas estrictas de
higiene, limpieza y control en las queserias es fundamental para evitar la

contaminacion y asegurar la seguridad alimentaria.

El personal desempefia un papel crucial en la calidad higiénica del producto; sin
embargo, (Saltos et al., 2018) enfatiza que, por lo general, los ordefiadores y

vendedores de queso artesanal no estan familiarizados con las medidas adecuadas
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de higiene. Al centrarse en la capacitacion del personal, el monitoreo microbiolégico
y la utilizacién de materias primas de alta calidad, las queserias pueden reducir los
riesgos relacionados con la produccion de queso, estas medidas no solo
salvaguardan la salud de los consumidores, sino que también mejoran la reputacion

de la industria y fomentan la confianza en los productos lacteos.

Buiiay y Peralta, (2015) en un estudio realizado en Cuenca, Ecuador sobre el
recuento de aerobios mesdfilos en la leche cruda que llega a la industria Lacto
Ochoa - Fernandez Cia. Ltda., se menciond la importancia de transportar productos
como la leche y el queso a temperaturas 6ptimas, esto es crucial, ya que puede
afectar la actividad microbiana y potencialmente provocar contaminacion, para
lograrlo, se utilizan vehiculos equipados con sistemas de refrigeracion que
mantienen una temperatura de 4 °C, lo que previene la proliferacion de
microorganismos. La implementacion de procedimientos operativos estandarizados
(POE) y sistemas de trazabilidad, con esto la industria no solo cuida la salud de los
consumidores, sino que también eleva la calidad de sus productos y refuerza su

reputacion en el mercado.

Guzman (2016) En un estudio sobre la evaluacién de pardmetros fisicos,
guimicos y microbiolégicos del queso fresco en Junin, Perd, se sefala que la
presencia de microorganismos patdégenos en el queso esta relacionada con la baja
calidad de la leche, atribuida a préacticas inadecuadas en el ordefio, un manejo
deficiente de la leche y condiciones inapropiadas de almacenamiento y transporte,
también se menciona el desconocimiento de las normativas actuales, la falta de
capacitacion, la deficiencia en la infraestructura y las instalaciones de
procesamiento, el uso de equipamiento inadecuado, la falta de control sobre la
materia prima y los insumos, la ausencia de controles en los procesos, el manejo
ineficiente de registros, la implementacién insuficiente de sistemas de
aseguramiento de la inocuidad, la contaminacién postproceso y el uso de leche
cruda, entre otros requisitos establecidos por las Buenas Practicas de Manufactura
(BPM).
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2.3.4. Almacenamiento del Queso

Anchundia et al. (2019), en su estudio sobre la evaluacion nutricional vy
fisicoquimica del queso amasado producido en la provincia del Carchi, Ecuador,
indican que los quesos frescos tienen una vida util de 10 dias cuando se almacenan
a 4 °C. Se observa que algunos quesos se elaboran de manera empirica, utilizando
técnicas rudimentarias y sin los controles necesarios, o que provoca
incumplimientos de las normativas, variaciones en la calidad y una vida util méas
corta (Espinoza et al.,, 2020). Es importante destacar que la mayoria de las
gueserias no aseguran la cadena de refrigeracion, ya que no cuentan con cuartos

frios.

Diaz et al (2019) en su estudio realizado en Toluca, México, un estudio que
analiz6 64 muestras de queso fresco en los mercados de la ciudad Toluca, se
determind que la calidad fisicoquimica de los quesos esta afectada por la calidad de
la leche, asi como por la reduccion del pH debido a la acidificacion que ocurre antes
del cuajado. La capacitacion del personal en métodos apropiados y el cumplimiento
de las normativas son fundamentales para elevar la calidad del producto final, al
implementar estas acciones, se puede garantizar un queso fresco de mejor calidad,

lo que resulta beneficioso tanto para los productores como para los consumidores.

Quinde (2017) indica que la evaluacion sensorial de los quesos se basa en un
promedio de los atributos analizados a través de la interpretacion de las respuestas
a los estimulos percibidos por los sentidos humanos. Para los quesos, se requiere
una interaccion entre los componentes reoldgicos, estructurales y quimicos, que son
percibidos a través de la vista, el tacto, el olfato, el oido y el gusto, esto ha llevado a
la creacion de una metodologia estandarizada que establece descriptores
especificos para cada atributo identificado en el queso. Es importante promover una
interaccion mas efectiva entre los componentes reoldgicos, estructurales y quimicos
no solo facilitard una produccién mas uniforme y de mayor calidad, sino que también

mejorara la satisfaccion del consumidor.

Rodas et al (2017) en el estudio realizado en la ciudad de Milagro, Ecuador, se
investigd la presencia de Staphylococcus aureus en gquesos comercializados en la

zona. Se analizaron 54 muestras, que incluian 18 quesos artesanales, 18 quesos
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pasteurizados y 18 quesos mozzarella, y se encontr6 contaminacion por
Staphylococcus aureus en 30 de los quesos evaluados (55%). Este hallazgo resalta
la contaminacion por este microorganismo, la cual se atribuye a deficientes
condiciones higiénicas durante la elaboracién, manejo y venta de los productos, es

necesario la implementacion de buenas practicas de manufactura en las queseras.

Un estudio Rodriguez et al. (2019) reveld que el crecimiento de E. coli en quesos
frescos almacenados a temperatura ambiente fue significativamente superior al de
guesos refrigerados, lo que resalta la importancia de las condiciones de
almacenamiento para prevenir la proliferacion microbiana. Ademas, las condiciones
de la quesera y los equipos de produccién, como la higiene de las manos de los
operarios y la limpieza de las superficies, juegan un papel crucial en la prevencion

de la contaminacion Anchundia et al. (2019).
2.3.5. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son extractos concentrados obtenidos de plantas, los
cuales preservan sus compuestos volatiles y aromaticos. Estos aceites incluyen una
variedad de compuestos quimicos que tienen propiedades terapéuticas,
antimicrobianas y antioxidantes, lo que los convierte en recursos valiosos para

diferentes usos, como la alimentacion, la aromaterapia y la cosmética (Burt, 2004)
2.3.6. Aceite de Orégano (Origanum vulgare)

El aceite de orégano es un aceite esencial que se obtiene de las hojas y flores
de la planta Origanum vulgare. Se destaca por sus potentes propiedades
antimicrobianas y antioxidantes, gracias a compuestos como el carvacrol y el timol.
Este aceite se utiliza en la cocina y en aplicaciones medicinales, siendo eficaz
contra diversos patdgenos, lo que lo convierte en una opcién interesante para la

conservacion de alimentos, como el queso fresco (Sokovic et al., 2010).

Por su parte, Guagrilla (2022) en su estudio la utilizacion de aceite esencial de
orégano (Origanum vulgare) como antimicrobiano en queso mozzarella, determino
gue el orégano se considera un conservante natural notable por su capacidad
antimicrobiana, la cual ayuda a prevenir el crecimiento de microorganismos
patdgenos., es reconocido como el primer antiséptico natural con potentes
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propiedades bactericidas. Es fundamental que cualquier aditivo 0 conservante no
altere negativamente las propiedades organolépticas del queso, ya que el sabor, el
aroma Yy la textura son factores determinantes para la aceptacion por parte de los

consumidores.

Por su parte Sarango (2020) en su estudio realizado cuyo tema fue el aceite de
orégano como bioconservador en la carne de pollo, menciona que los componentes
activos mas relevantes del aceite esencial de orégano son el carvacrol y el timol,
gue actuan sinérgicamente para conferir propiedades antisépticas. Existen
numerosas investigaciones que demuestran que estos compuestos pueden inhibir o
inactivar microorganismos al afectar sus células; sin embargo, este efecto puede

variar segun la concentracion del aceite.

Guagrilla (2022), establecié que la concentracion del aceite esencial de orégano
la concentracion mas efectiva fue del 0.6 %, ya que no mostré presencia de
Enterobacterias hasta el dia 14, en el caso de Staphylococcus aureus, demostro
efectividad a lo largo de todo el periodo de evaluacion, lo que indica que el aceite
esencial de orégano puede utilizarse como conservante natural para inhibir el
crecimiento bacteriano en el producto. Ademas de utilizar el orégano es necesario
capacitar al personal en buenas practicas de higiene y uso adecuado de
conservantes, implementar un monitoreo microbiolégico regular para asegurar la
calidad del producto, mejorar las practicas de almacenamiento para prolongar la
vida util del queso, y investigar otros conservantes naturales que complementen el

uso del orégano.

2.3.7. Aceite de Romero (Rosmarinus officinalis)

El aceite de romero se obtiene de las hojas de la planta Rosmarinus officinalis y
es apreciado por sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Contiene
compuestos como el acido rosmarinico y el 1,8-cineol, que favorecen su eficacia
contra varios microorganismos. Ademas de su uso en la cocina, el aceite de romero

se utiliza en la medicina natural y en productos cosméticos, y se considera
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beneficioso para la conservacion de alimentos al ayudar a preservar su calidad

microbiolégica (Clevenger, 2009).

Lépez et al (2024) en su estudio sobre la vida Gtil de un queso fresco al que se
le agrego aceite esencial de romero, encontraron que este aceite fue el que mostro
menor contaminacion por los microorganismos analizados, incluyendo colonias de
E. coli, Salmonella spp, mohos, Staphylococcus spp. coagulasa positiva y Listeria
monocytogenes, La adicion de aceite esencial de romero en la produccién de queso
fresco se muestra como una estrategia efectiva para prolongar la vida util del
producto, ya que reduce significativamente la contaminacion por diversos

microorganismos patdgenos.
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CAPITULO IlI: Disefio Metodolégico
3.1. Tipo y disefio de investigacion

El estudio tiene un enfoque experimental, en el que se realizaron andlisis
microbiolégicos  (Escherichia  coli, Staphylococcus aureus, Salmonella,
Enterobacterias) para evaluar las dos formulaciones 0,4%, 0,6% que contienen
aceite esencial de orégano y romero, las cuales se aplicaron en los utensilios, la

mesa y el molde empleados en la elaboracion del queso.

En el marco de este informe de investigacion, se elige un disefio de
investigacion cuantitativa. Este enfoque es crucial para evaluar de forma objetiva y
sistematica la efectividad de los aceites esenciales de orégano (Origanum vulgare) y
romero (Rosmarinus officinalis) en la disminucién de la contaminacién microbiana en
el queso fresco. La investigacion cuantitativa permite la recopilacion de datos
numeéricos que pueden ser analizados estadisticamente, ofreciendo resultados

medibles y precisos (Creswell, 2014).

La investigacion cuantitativa se enfoca en medir variables especificas, como la
carga microbiana antes y después de la aplicacion de los aceites esenciales. Esto
permite obtener datos concretos que demuestran la efectividad de las

intervenciones (Hernandez et al., 2014).

La investigacién cuantitativa proporciona un mayor control sobre las variables
gue pueden afectar los resultados. Esto se logra a través de un disefio experimental
riguroso, que incluye un grupo de control y la aplicacion de condiciones

estandarizadas para reducir sesgos (Creswell, 2014).

3.2. Lapoblacion yla muestra

La poblacion de estudio fue una queseria artesanal ubicada en Santo Domingo
de los Tsachilas. Se recogeran muestras de la superficie mediante un hisopo de los

utensilios, la mesa y los moldes empleados en la produccién de queso que se
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colocara en un medio de transporte Stuart, lo que asegura un enfoque particular en

los puntos criticos de contaminacién (Gonzalez et al., 2016).

3.3. Los métodos y las técnicas

Dado que la investigacion se realizara en una uUnica queseria, se empleara la
técnica de muestreo por conveniencia. Esta técnica consiste en elegir los sitios de
muestreo que sean accesibles y pertinentes para el estudio. En este caso, se

recogeran muestras de:

« Utensilios: Se recogeran muestras de utensilios utilizados en el proceso de
elaboracién del queso, como cuchillos, cucharas y recipientes.
« Superficie de Trabajo: Se tomaran muestras de la mesa donde se manipula el

queso.
e Moldes: Se evaluaran los moldes utilizados en la formacion del queso fresco.

Se realizaran andlisis microbiol6gicos para determinar la carga microbiana en

las muestras recolectadas. Las técnicas a utilizar incluiran:

« Deteccion de Escherichia coli, enterobacterias y Staphylococcus aureus: Se
realizaran pruebas especificas para identificar estos patégenos, utilizando
técnicas como la siembra en medios selectivos.

o Deteccion de Salmonella spp.: Se emplearan métodos de enriquecimiento y

aislamiento para identificar la presencia de Salmonella en las muestras.

Se aplicaran los aceites esenciales de orégano y romero en los utensilios, la
mesa y los moldes, y se realizaran analisis comparativos de la carga microbiana

antes y después de su aplicacion.

3.3.1. Staphylococcus aureus

La determinacion de Staphylococcus aureus se llevd a cabo siguiendo las
directrices de la (NTE INEN 1529 - 14, 2013, pp. 1-11), con el siguiente

procedimiento:
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« Esterilizar los materiales (tubos de ensayo, puntas, etc.) en autoclave a 121
°C durante 15 minutos.

o Preparar el medio de cultivo (agar sangre de cordero), realizando los célculos
necesarios segun las especificaciones y esterilizar el agar en autoclave
durante 15 minutos a 121 °C.

o Dejar enfriar el agar a aproximadamente 50 °C, mezclar bien y verterlo en
placas Petri estériles.

e Se procede a realizar la siembre directa (muestras tomadas con medio de
stuart de forma directa) en las cajas petris.

« Incubar las placas, invertidas a temperatura de 37 °C durante 24 horas a 48
horas, periodo 6ptimo de incubacion.

o Dependiendo del crecimiento entre 24 a 48 horas, se examing el crecimiento
en las placas, que debia aparecer de color amarillo dorado con puntos
negros.

o Si el crecimiento observado no era conforme a lo esperado, se procedi6 a
realizar una tincion de Gram Coco Gram Positivo color doradas o amarillo

para facilitar su identificacion.
3.3.1.1. Procedimiento de Tincion de Gram

El procedimiento se realiz6 de acuerdo con las indicaciones de (Toro, 2005, pp.

14-17), siguiendo los siguientes pasos:

e Se abrié6 cuidadosamente la placa Petri y, utilizando un asa de siembra
esterilizada, se tom6 una pequefia porcién de las colonias bacterianas, que
se coloc6 en un portaobjetos junto con una gota de agua destilada.

e Se pasoé el portaobjetos por la llama para fijar la muestra, asegurandose de
no quemar las células, ya que esto impediria obtener resultados validos.

e Luego, se coloco el portaobjetos sobre varillas de vidrio en el lavabo.

e Se afiadid unas gotas de cristal violeta y se dejé actuar durante un minuto,
tras lo cual se lavé la muestra con agua utilizando una piseta.

e A continuacion, se agregaron unas gotas de lugol y se dejoé reposar durante

un minuto, seguido de un nuevo lavado con la piseta.
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e Se vertieron unas gotas de alcohol cetona durante 30 segundos y, una vez
mas, se lavo la muestra con la piseta.

o Después, se aplicaron unas gotas de safranina y se dej6 reposar durante un
minuto antes de realizar otro lavado.

o Finalmente, se seco el portaobjetos y se afiadieron unas gotas de aceite de

inmersion para su observacion al microscopio.
3.3.2. Salmonella

La determinacion de salmonella se realizé siguiendo el protocolo indicado en la
(NTE INEN 1529 - 8, 2016, pp. 6-8), con los siguientes pasos:

o Esterilizar los materiales (como tubos de ensayo y puntas) en autoclave a
121 °C durante 15 minutos.

o Preparar el agar (MacConkey), realizar los calculos necesarios segun lo
especificado, y esterilizarlo en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

« Dejar enfriar el agar hasta alcanzar una temperatura aproximada de 50 °C,
luego coloca en cajas Petri estériles.

e Se procede a realizar la siembre directa (muestras tomadas con medio de
stuart de forma directa) en las cajas petris.

« Incubar las placas, invertidas, a temperatura de 37 °C durante 24 horas a 48
horas periodo 6ptimo de incubacion.

. Dependiendo del crecimiento entre 24 a 48 horas, examinar las placas; las
colonias de Salmonella se caracterizan por un color rojo o amarillo, a su vez se

realiza una tincion de Gram para su observacion. (Bacilos Gram Negativo)
3.3.3. E. coli

La determinacion de E. coli se realizo siguiendo el protocolo indicado en la (NTE

INEN 1529 - 8, 2016, pp. 6-8), con los siguientes pasos:

o Esterilizar los materiales (como tubos de ensayo y puntas) en autoclave a
121 °C durante 15 minutos.
« Preparar el agar (MacConkey), realizar los calculos necesarios segun lo

especificado, y esterilizarlo en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
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« Dejar enfriar el agar hasta alcanzar una temperatura aproximada de 50 °C,
luego coloca en cajas Petri estériles.

e Se procede a realizar la siembre directa (muestras tomadas con medio de
stuar de forma directa) en las cajas petris.

e Incubar las placas, invertidas, a temperatura de 37 °C durante 24 horas a 48
horas periodo 6ptimo de incubacién.

. Dependiendo del crecimiento entre 24 a 48 horas, examinar las placas; las
colonias de E. coli se caracterizan por un color negro con un brillo metalico
verde, a su ves se realiza una tincion de Gram para su observacion. (Bacilos

Gram Negativo)
3.3.4. Enterobacterias

La siembra para Enterobacterias se lo realiz6 de acuerdo con la (NTE INEN 1529 -
13, 2013, pp.1-3), donde se procede a:

o Esterilizar los materiales en la autoclave por 15 minutos a 121 ° C (tubos de
ensayo, puntas).

e Se continta con el pesaje de las muestras (1 g) para 9 ml de agua.

e Encender la camara de flujo laminar para la eliminacién de posibles
contaminantes en el aire.

e Rotular las placas Petrifilm 3M y colocar 1 ml de solucion en el centro de la
placa con la ayuda de una micropipeta, en posicion inclinada

o Correr la pelicula superior hacia abajo, evitando la formacion de burbujas de
aire.

o Presionar con el aplicador el circulo del cultivo.

« Tiempo de incubacion de las placas Petrifilm 3M a 37 ° C durante 24 h a 48 h.

El analisis estadistico de los datos es crucial para evaluar la efectividad de los
aceites esenciales de orégano y romero en la disminucion de la contaminacion
microbiana en el queso fresco. A continuacion, se detallan los procedimientos y
métodos que se aplicaran para el andlisis de los datos obtenidos en esta

investigacion.
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3.3. Procesamiento estadistico de la informacion

Los parametros microbioldgicos a evaluar incluiran: La recopilacion de datos se
llevar4 a cabo utilizando métodos microbiol6gicos que permitiran medir la carga
microbiana en las muestras de queso fresco, tanto antes como después de la
aplicacion de los aceites esenciales. Los parametros microbiolégicos que se

evaluaran son los siguientes:

« Escherichia coli
e Staphylococcus aureus
« Salmonella spp.

e Enterobactereas

Cada muestra se analizara en duplicado o triplicado para asegurar la precision y

consistencia de los resultados.

3.4.2. Procesamiento de Datos

Una vez recolectados los datos, se procedera a su procesamiento mediante el programa
estadistico SPSS que permitiria analizar las diferencias en la contaminacion bacteriana

entre los grupos de tratamiento (control, aceite esencial de orégano y romero).

* Organizacion de los Datos: Los resultados de los analisis microbiol6gicos se
organizaran en tablas con el fin de facilitar su interpretacion y analisis. Cada tabla
incluira informacion sobre las concentraciones de microorganismos antes y después

de aplicar los aceites esenciales.

3.4.3. Anaélisis Estadistico

Para determinar la efectividad de los aceites esenciales en la reducciéon de la carga

microbiana, se emplearan los siguientes métodos estadisticos:

3.4.3.1. Prueba de Kruskal-Wallis: Es una herramienta muy Util para comparar tres o mas
grupos cuando los datos no siguen una distribucion normal o cuando no se puede suponer
gue las varianzas son homogéneas. Resulta especialmente conveniente en tu tesis si estas
evaluando distintos tratamientos (como varios aceites esenciales) y no puedes asumir que

los datos tienen una distribucién normal.
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3.4.3.2. Correlaciones: Se examinaran las correlaciones entre las concentraciones de
los aceites esenciales y la disminucion de los microorganismos, lo que permitird

establecer la relacion entre estas dos variables.
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CAPITULO IV: Anélisis e Interpretacion de Resultados

4.1. Anadlisis e Interpretacion de Resultados
4.2. Microbiologicos
4.2.1. Enterobacterias

Tabla 2: Evaluacién Microbiol6gica de Aceites Esenciales de Orégano y

Romero en Superficies y Queso: Reduccién de Enterobacterias

Parametro

. . e - NIVELES DE ACEITE ESCENCIAL DE OREGANO Y ROMERO
microbioldgico

0% 0,40% 0,60%
- - Mesa, utensilios y
Mesa Utensilios Queso Mesa Utensilios Queso
queso
E?terobacterlas 100 100 100 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
dia 0 UFC.g-1
Enterobacterias .
dia 2 UFC.g-1 300 200 300 200 100 200 Ausencia

Realizado Por: Ponce, Darwin, 2024

En ausencia de aceites esenciales, las Enterobacterias no solo permanecieron
en los utensilios, mesa y queso, sino que incluso aumentaron en numero, lo que

indica la falta de control microbioldgico.

El aceite esencial de orégano y romero tiene un impacto positivo en la reduccion
de enterobacterias, y la concentracion de 0.6% fue la mas efectiva para eliminar

completamente las enterobacterias en las superficies de trabajo y el queso fresco

Lopez et al. (2018) demostraron que concentraciones mas altas de aceites
esenciales de orégano y romero, en el rango de 0,5% a 1%, son considerablemente
mas efectivas para inhibir las Enterobacteriaceae en productos alimenticios, lo que
apoya la observacion de que el aceite esencial al 0,60% resulta ser mas eficaz para
eliminar estas bacterias.
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Tabla 3: Evaluacién Microbiol6égica de Aceites Esenciales de Orégano y

Romero en Superficies y Queso.

Parametro

. e . NIVELES DE ACEITE ESCENCIAL DE OREGANO Y ROMERO
microbioldgico

0% 0,40% 0,60%
- - Mesa, utensilios
Mesa Utensilios Queso Mesa Utensilios Queso

y queso

E.colidia0 . . . . . . .
UEC Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

E. colidia 2 . . . . . . .
UFC Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

Realizado Por: Ponce, Darwin, 2024

El hecho de que no se haya detectado E. coli ni al inicio del estudio (dia 0) ni
después de 2 dias de haber aplicado los aceites esenciales sugiere que, en este
caso particular, los aceites de orégano y romero no fueron necesarios para evitar la
contaminacion por E. coli. Es probable que no hubiera una presencia significativa de
esta bacteria en los utensilios, moldes, mesas ni en el queso fresco al inicio del

estudio.

Tabla 4: Evaluacién Microbiol6gica de Aceites Esenciales de Orégano y

Romero en Superficies y Queso: Reduccién de Staphylococcus aureus.

Parametro

. s g - NIVELES DE ACEITE ESCENCIAL DE OREGANO Y ROMERO
microbioldgico

0% 0,40% 0,60%
Mesa,
Mesa Utensilios  Queso Mesa Utensilios  Queso utensiliosy
queso
Staphylococcus
aureus dia 0 Ausencia  Ausencia  Ausencia Ausencia  Ausencia  Ausencia Ausencia
UFC
Staphylococcus
aureus dia 2 200 100 200 Ausencia  Ausencia  Ausencia Ausencia
UFC

Realizado Por: Ponce, Darwin, 2024
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A 0% de aceite esencial (sin tratamiento), Staphylococcus aureus crece y se
multiplica en el ambiente de la quesera, lo que indica que, sin tratamiento

antimicrobiano, la bacteria sigue proliferando.

Tanto el tratamiento con 0.4% como con 0.6% de aceite esencial son
igualmente efectivos para eliminar completamente Staphylococcus aureus en las
superficies y el queso. Sin embargo, es importante sefialar que incluso a 0.4% ya se
logra la eliminacién total de esta bacteria, lo que sugiere que esta concentracion

podria ser suficiente para un efecto antimicrobiano efectivo.

Segun Burt (2004), el aceite esencial de orégano presenta una fuerte actividad
antimicrobiana, especialmente contra bacterias Gram-positivas como S. aureus,
debido a la presencia de compuestos como el carvacrol. Por otro lado, Sarango, C.
(2020) demostraron que el aceite esencial de romero también posee propiedades
bactericidas notables, lo que respalda los resultados de este estudio, ya que la
ausencia del microorganismo en ambos tratamientos indica una actividad

antimicrobiana similar.

Tabla 5: Evaluacion Microbiolégica de Aceites Esenciales de Orégano y

Romero en Superficies y Queso.

Parametro

. s g NIVELES DE ACEITE ESCENCIAL DE OREGANO Y ROMERO
microbioldgico

0% 0,40% 0,60%
Mesa Utensilios Queso Mesa Utensilios Queso Mesa, utensilios

y queso

gaLIJr:gnella dia Ausencia  Ausencia  Ausencia Ausencia  Ausencia  Ausencia Ausencia

;alIJr:gnella dia Ausencia  Ausencia  Ausencia Ausencia  Ausencia  Ausencia Ausencia

Realizado Por: Ponce, Darwin, 2024

Se detectd la ausencia de Salmonella en los utensilios, el molde, la mesa y el
queso fresco. Esta falta de Salmonella en las muestras sugiere que no hubo

crecimiento de la bacteria en este grupo a lo largo de los dos dias de observacion,
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incluso sin la aplicacion de aceites esenciales. Esto podria indicar que las
condiciones iniciales eran adecuadas y que no hubo problemas de contaminacion

microbiana durante ese periodo.

Tabla 6: Prueba de normalidad segun el dia de la muestra (DIA 0y DIA 2)

Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
Dia de la muestra Estadistico gl Sig. Estadistico Gl Sig.
Elvalor de la medicion DIAO ,503 24 ,000 ,A54 24 ,000
bacteriana. DIA 2 ,309 24 ,000 ,780 24 ,000

a. Correccion de significacion de Lilliefors

En la tabla 11 considerando que H, (Dia 0 y Dia 2): Los valores de la medicién
bacteriana tienen un comportamiento normal, H,, los valores de la medicion
bacteriana no tienen un comportamiento normal, de la prueba de Shapiro-Wilk: Dia
0: p=0.000 p=0.000 — Rechazamos H,. Interpretacion: Los datos del Dia 0 no
tienen un comportamiento normal. Dia 2: p=0.000p=0.000 — Rechazamos H,.

Interpretacion: Los datos del Dia 2 no tienen un comportamiento normal.

Tabla 7: Prueba de normalidad de Concentracién de aceites esenciales

Concentracidn de aceites Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

esenciales de oréganoy

romero Estadistico gl Sig. Estadistico Gl Sig.
El valor de la medicion 0,00% ,197 16 ,096 ,880 16 ,039
bacteriana. 0.40% ,449 16 ,000 ,577 16 ,000
0.60% . 16 . . 16

a. Correccidn de significacion de Lilliefors

En la tabla 12 considerando que H, (por concentracién): Los valores de la
medicidn bacteriana para una concentracion especifica tienen un comportamiento
normal, H;: Los valores de la medicion bacteriana para una concentracion especifica
no tienen un comportamiento normal de la prueba de Shapiro-Wilk donde a una
concentracion 0.00%: p=0.039p=0.039 — Rechazamos H, interpretacion los datos
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para la concentracion del 0.00% no tienen un comportamiento normal
0.40%: p=0.000p=0.000 — Rechazamos H,, los datos para la concentracion del
0.40% no tienen un comportamiento normal, a la concentracion de 0.60%: No se
presenta en los resultados, pero debe analizarse si se incluye en nuevos célculos.

Tabla 8. Prueba de normalidad tipo de muestra

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tipo de muestra Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
El valor de la medicion Utensilios ,400 12 ,000 ,674 12 ,000
bacteriana. Mesa ,399 12 ,000 ,680 12 ,001
Molde ,399 12 ,000 ,680 12 ,001
Queso Fresco ,388 12 ,000 ,668 12 ,000

a. Correccion de significacién de Lilliefors

En la tabla 13 si consideramos que H, (por tipo de muestra): Los valores de la
medicion bacteriana para un tipo de muestra especifico tienen un comportamiento
normal, H;: Los valores de la medicidbn bacteriana para un tipo de muestra
especifico no tienen un comportamiento normal, de acuerdo la prueba de Shapiro-
Wilkutensilios: p=0.000p=0.000 —Rechazamos H,, los datos para utensilios no
tienen un comportamiento normal, Mesa: p=0.001p=0.001 — Rechazamos H,, Los
datos para la mesa no tienen un comportamiento normal, Molde: p=0.001p=0.001 —
Rechazamos H,, los datos para el molde no tienen un comportamiento normal,
gueso fresco: p=0.000p=0.000 — Rechazamos H,, los datos para el queso

fresco no tienen un comportamiento normal.

Tabla 9. Efectividad antimicrobiana de los aceites esenciales segln su

concentracion.

H de Hruskal-Wallis 201786
=1} *
Sig. asintdtics 000
S FPrueba de Kru=skal Walli=
D Variable de saigrupaciaon: 1N
valor d= 1a m=sdicidn

Dactsriana
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Fuente: Matriz de datos microbioldgicos anexo 1

En la tabla 14 se considerando que la HO: La mediana del valor de la medicion
bacteriana es igual entre las distintas concentraciones de aceites esenciales de
orégano y romero (0%, 100%, 200% y 300%), H1: Al menos una de las medianas
del valor de la medicion bacteriana es diferente entre las distintas concentraciones

de aceites esenciales de orégano y romero.

Los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis mostraron un valor de H=20.178H
= 20.178H=20.178 con 3 grados de libertad y un p-valor de 0.000. Este p-valor es
menor que el nivel de significancia cominmente utilizado de 0.05, lo que lleva al

rechazo de la hipoétesis nula (HO).

Esto indica que existen diferencias estadisticamente significativas entre las
medianas del valor de la medicion bacteriana segun las concentraciones de aceites
esenciales de orégano y romero. En particular, se observé que las concentraciones
mas altas (200% y 300%) estan asociadas con rangos promedio mas bajos, lo que
sugiere un mayor efecto antimicrobiano en comparacion con concentraciones

menores o la ausencia de tratamiento.

Estos hallazgos resaltan la efectividad de los aceites esenciales como agentes
antimicrobianos, evidenciando que su capacidad para reducir la carga bacteriana
aumenta conforme se incrementa la concentracion. Esto aporta valor al uso de estos
aceites en procesos donde la desinfeccion y la reduccién bacteriana son criticas,

como en la industria alimentaria o la limpieza de superficies contaminadas.

Tabla 10. Medicion bacteriana en tipos de muestra.

El valor de la medicién

bacteriana.
H de Kruskal-Wallis ,124
Gl 3
Sig. Asintdtica ,989
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a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: Tipo de muestra

Fuente: Matriz de datos microbioldgicos anexo 1

En la tabla 15 considerando que HO: La mediana del valor de la medicion
bacteriana es igual entre los cuatro tipos de muestras. Mediana (Utensilios) =
Mediana (Mesa) = Mediana (Molde) = Mediana (Queso Fresco)

H1: Al menos una de las medianas del valor de la medicion bacteriana es diferente
entre los cuatro tipos de muestras. Mediana (Utensilios) # Mediana (Mesa) #

Mediana (Molde) # Mediana (Queso Fresco)

Los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis mostraron un p-valor de 0.989, el
cual es superior al nivel de significancia cominmente utilizado de 0.05. Por lo tanto,

no se pudo rechazar la hipétesis nula HO.

Esto indica que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre las medianas del valor de la medicion bacteriana de los cuatro tipos de

muestras evaluados (utensilios, mesa, molde y queso fresco).

Este hallazgo sugiere que los aceites esenciales de orégano y romero tuvieron
un efecto antimicrobiano similar, independientemente del tipo de superficie en la que
se aplicaron. Esto simplifica la aplicacion y control del tratamiento con los aceites,
pues su efectividad no se veria afectada por el elemento al que se aplican en el
proceso de elaboracion del queso fresco.
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CAPITULO V: Conclusiones, Discusion y Recomendaciones

5.1. Discusion

La investigacion actual se enfoca en detectar microorganismos patdgenos en el
qgueso fresco elaborado en una quesera de Santo Domingo, Ecuador, asi como en
evaluar la eficacia antimicrobiana de los aceites esenciales de orégano y romero.
Los resultados obtenidos respaldan la hipétesis formulada, que sostiene que estos
aceites esenciales tienen un impacto considerable en la disminucion de la
contaminacion microbiana tanto en el queso fresco como en los utensilios

empleados durante su produccion (Rios et al., 2018; Moreno et al., 2024).

La identificacion de microorganismos patégenos en el queso fresco es
fundamental para comprender los riesgos vinculados a su consumo. Mediante
técnicas microbioldgicas, se logré identificar la presencia de patdégenos comunes
como las Enterobacterias y Staphylococcus aureus. Estos microorganismos son
responsables de diversas enfermedades transmitidas por alimentos y representan
una amenaza considerable para la salud publica, especialmente en productos
lacteos no pasteurizados (Gonzalez et al., 2016; Chapa, 2018). La deteccion de
estos patdgenos subraya la urgencia de establecer practicas adecuadas de higiene
y control de calidad en la elaboracién de queso artesanal.

Los resultados de la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales de orégano y romero evidencian su efectividad para reducir la carga
microbiana. Esto se alinea con investigaciones anteriores que han reportado
propiedades antimicrobianas similares de estos extractos naturales (Asensio, 2013;
Vilela, 2019). En particular, se constato que las concentraciones de 0,4% y 0,6% de
aceite esencial de orégano tenian una capacidad notable para inhibir el crecimiento
de patdogenos como E. coli y Staphylococcus aureus. Este hallazgo sugiere que los
aceites esenciales pueden funcionar como alternativas naturales a los conservantes
sintéticos, ofreciendo una opcion viable para mejorar la seguridad alimentaria en la

produccion de queso fresco.
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La identificaciéon de las condiciones o6ptimas de aplicacién es crucial para
maximizar la efectividad antimicrobiana de los aceites esenciales. Los resultados
muestran que factores como la concentracion, el tiempo de exposicion y el método
de aplicacion son decisivos para lograr una reduccion de la contaminacion
microbiana. Estos hallazgos son consistentes con la literatura existente, que indica
que la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales puede variar
significativamente dependiendo de las condiciones de uso (Lopez et al., 2014; Rios
et al., 2018). Esta informacién resulta muy valiosa para los productores locales,
quienes podrian implementar estas practicas para mejorar la seguridad de sus

productos.

La incorporacion de aceites esenciales en la elaboracion de queso fresco no
solo impacta la salud publica, sino que también proporciona ventajas econémicas
para los pequefios productores. Al disminuir la carga microbiana, se puede extender
la vida util del queso, lo cual es esencial para aumentar su competitividad en el
mercado (Chapa, 2018; Haro, 2016). Ademas, el uso de opciones naturales puede
satisfacer la creciente demanda de productos saludables y sostenibles entre los

consumidores.

5.2. Conclusiones

Se determiné que la concentracion mas efectiva para reducir la carga
bacteriana fue del 0,60% de aceites esenciales de orégano y romero. Aungue a
concentraciones mas bajas, como el 0,40%, se observé una disminucién en la
cantidad de bacterias, no se alcanzé una eliminacion total. Estos resultados
indican que, para obtener un efecto antimicrobiano 6ptimo, es necesario utilizar
concentraciones superiores al 0,40% de estos aceites en la produccion de

queso fresco.

En ausencia de aceites esenciales, se registr6 un aumento en la cantidad
de enterobacterias y Staphylococcus aureus, lo que indica una falta de control
microbiolégico, lo cual representa una preocupacion en la industria alimentaria.
No obstante, al aplicar los aceites esenciales en concentraciones de 0,40% y
0,60%, se consiguié una disminucion considerable de estas bacterias, lo que
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resalta el potencial de estos aceites para fortalecer la seguridad alimentaria en

la produccién de queso.

Los aceites esenciales de orégano y romero surgen como una opcién natural y
efectiva para el control microbiolégico en la elaboracion de queso fresco. Su
habilidad para eliminar patégenos como las enterobacterias y Staphylococcus
aureus, asi como su efecto bacteriostatico sobre otros microorganismos, los
posiciona como una alternativa prometedora frente a los antimicrobianos
tradicionales, especialmente en un contexto de creciente interés por la produccion

de alimentos mas saludables y sostenibles.

5.3. Recomendaciones

Es importante analizar el comportamiento de las bacterias durante un periodo de
tiempo mas prolongado, ya que la contaminacion podria no limitarse Unicamente a

los dos dias, sino también presentarse durante el proceso de almacenamiento.

Seria conveniente analizar el impacto de los aceites esenciales de orégano y
romero en diversas concentraciones, no solo en 0.40% y 0.60%, sino también en
dosis mas bajas o mas altas, con el fin de identificar la concentracion minima que

sea efectiva.

Se tiene que investigar si los aceites esenciales afectan las propiedades
sensoriales del queso, como el sabor, aroma y textura, ya que estos factores

podrian influir en su aceptacion por parte de los consumidores.
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ANEXOS

Anexo 1. Datos microbiolégicos obtenidos de las muestras procesadas

Dia 0 Dia 2
Concentracion Concentracion
de aceites Queso de aceites Queso
Bacteria esenciales de Utensilios Mesa Molde esenciales de Utensilios Mesa Molde
Fresco Fresco
oreganoy oreganoy
romero (%) romero (%)
Enterobacterias 100 100 100 100 0% 200 300 300 300
0%
Staphylococcus ° 0 0 0 0 100 200 200 200
aureus
Enterobacterias 0 0 0 0 100 200 100 200
0.40% 0.40%
Staphylococcus b 0 0 0 0 b 0 0 0 0
aureus
Enterobacterias 0 0 0 0 0 0 0 0
0.60% 0.60%
Staphylococcus b 0 0 0 0 b 0 0 0 0
aureus

Realizado Por: Ponce, Darwin, 2024

Anexo 2. Datos de Estadisticos descriptivos

N Minimo Maximo Media Desv. Desviacion Varianza
Elvalor de la medicion 48 0 300 58,33 94,155 8865,248
bacteriana.
N valido (por lista) 48

Realizado Por: Ponce, Darwin, 2024
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Anexo 3. Foto de toma de muestras en la mesa
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Anexo 5. Instalaciones de la quesera
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Anexo 7. Cultivo microbiologico de la mesa
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