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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el uso del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare)
como antimicrobiano en el queso mozzarella. Durante el proceso de elaboracidén del queso
mozzarella se adiciond tres diferentes porcentajes de este aceite esencial de orégano (0,2; 0,4 y
0,6%), se estudid la eficacia frente a Enterobacterias, Listeria monocytogenes, Sthapylococcus
aureus, E. coliy Salmonella sp frente a un tratamiento control. Se aplicé un disefio completamente
al azar, con cinco repeticiones por tratamiento, el tamafio de la unidad experimental fue de 250 g,
cuyos resultados se evaluaron mediante analisis microbioldgicos en distintos periodos (0, 7, 14,
y 21 dias post elaboracién del queso mozzarella) donde se observd que a concentraciones
inferiores de 0,6% existe crecimiento bacteriano, mientras que a concentraciones de 0,6% se
observa ausencia de Enterobacterias hasta el dia 14, sin embargo, presentd ausencia de
crecimiento de Sthapylococcus aureus durante todo el periodo de evaluacion; también se realizé
analisis bromatoldgicos (pH, acidez, solidos totales, grasa y proteina) donde no presentaron
diferencias significativas y una evaluacion sensorial (color, olor, textura, sabor) a los quesos
mozzarella donde el tratamiento tres obtuvo una calificacion de muy buena. Se concluye que la
concentraciéon mas efectiva fue de 0,6% ya que mostré efectividad para Enterobacterias y
Staphylococcus aureus. Se recomienda utilizar concentraciones de 0,6% del aceite de orégano

para controlar el crecimiento bacteriano no deseado.

Palabras clave: <ACEITE ESENCIAL>, <OREGANO (Origanum vulgare)>, <EFECTO
ANTIMICROBIANO>, <CRECIMIENTO MICROBIANO>, <QUESO MOZZARELLA>.
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Xiv



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the use of oregano essential oil (Origanum vulgare)
as an antimicrobial in mozzarella cheese. Three different percentages of oregano essential oil (0.2,
0.4 and 0.6%) were added during the mozzarella cheese production process, and the efficacy
against Enterobacteriaceae, Listeria monocytogenes, Sthapylococcus aureus, E. coli and
Salmonella sp was studied against a control treatment. A completely randomized design was
applied, with five replicates per treatment. The size of the experimental unit was 250 g, which
results were evaluated by microbiological analysis in different periods (0, 7, 14, and 21 days post
production of mozzarella cheese) where it was observed that at concentrations lower than 0.6%
there is bacterial growth, while at concentrations of 0.6% the absence of Enterobacteria was
observed until day 14, however, there was an absence of growth of Sthapylococcus aureus during
the entire evaluation period; Bromatological analyses were also carried out (pH, acidity, total
solids, fat and protein), which showed no significant differences, and a sensory evaluation (color,
odor, texture, flavor) of the mozzarella cheeses where treatment three was rated as very good. It
was concluded that the most effective concentration was 0.6%, since it was effective against
Enterobacteriaceae and Staphylococcus aureus. It is recommended to use concentrations of 0.6%

of oregano oil to control unwanted bacterial growth.

Keywords: <ESSENTIAL OIL>, <OREGANUM (Origanum vulgare)>, <ANTIMICROBIAL
EFFECT>, <MICROBIAL GROWTH>, <MOZZARELLA CHEESE>.

0126-DBRA-UPT-2023
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INTRODUCCION

Los productos lacteos son alimentos nutritivos ricos en proteinas, nutriente esencial para la vida,
contiene calcio, vitaminas y grasa, tales como los quesos gque son principales fuentes tanto de
proteinas, grasas, vitaminas y minerales, sin embargo, los quesos pueden ser vehiculos de
microrganismos patogenos, la principal fuente de contaminacidn puede originarse desde la leche,
que juntando con las deficientes condiciones higiénicas en el proceso de elaboracion del queso
pueden producir un producto riesgoso para el consumidor (Aguirre, 2011, pp. 1-2).

En la clasificacion de los quesos, se encuentra el queso mozzarella de consistencia semidura a

semiblanda, dependiendo del contenido de humedad, de textura fibrosa, elasticidad y cerrada,
color blanco amarillento, homogéneo, que puede ser obtenido de leche pasteurizada o cruda,
mediante la adicién de fermentos lacticos (Guailla, 2018, p. 10).

Sin embargo, en la industria quesera es latente la preocupacion por el control de los
microorganismos patdgenos y encontrar el mecanismo mas idéneo para garantizar inocuidad y
prolongar la vida en anaquel; entre los métodos de control mas comunes se hallan los tratamientos
térmicos (pasteurizacién o esterilizacién), una conservacién a temperaturas bajas, uso de

conservantes quimicos, y actualmente el uso de conservantes naturales (Morales, 2015, p. 13).

Por ello, surgié la necesidad de utilizar alternativas para la conservacién de los alimentos, como
el uso de productos naturales, en este caso los Aceites Esenciales (AES) que son derivados de las
plantas, que son conservantes antimicrobianos que le confieren caracteristicas organolépticas y
pueden mejorar el proceso de elaboracién y conservacién, ademas cubren un amplio espectro de
actividades denominadas nutracéuticas y biocida contra organismos como bacterias y hongos

(Morales, 2015, p. 13).

Las propiedades antioxidantes y antimicrobianas que presenta el aceite esencial de orégano
(AEO) pueden retardar la oxidacion de los alimentos, siendo esto de gran importancia para
mantener las propiedades fisicoquimicas y mejorar la conservacion de los alimentos (Sanchez, et al.,

2022, pp.258-268).

Por los antecedentes expuestos con anterioridad es que se plantean los siguientes objetivos:

Evaluar el uso de aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) en el queso mozzarella como

antimicrobiano.



Adaquirir el aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) bajo una marca comercial disponible

en el mercado.

Evaluar la eficacia de diferentes niveles (0.2 %, 0.4 %, 0.6 %) de aceites esenciales de orégano

(Origanum vulgare) como antimicrobiano en el queso mozzarella.

Analizar la composicién fisicoquimica, microbiol6gica y organoléptica del queso mozzarella
elaborado con aceites esenciales de orégano (Origanum vulgare) como antimicrobiano en el

queso mozzarella.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1.Leche

Segun la (NTE INEN 9, 2012. pp.1-3), la leche es el producto de secrecion normal de las glandulas
mamarias de animales bovinos lecheros sanos, que puede ser obtenida por uno o mas ordefios
diarios, de modo higiénico, completa e ininterrumpida, sin ningun tipo de adicion o extraccion;
la leche no ha sido sometida a ningln tipo de calentamiento (es decir, la temperatura no supera la
de la leche inmediatamente después de ser extraida de la ubre — no més de 40 ° C) o no ha sufrido
ningun tratamiento térmico, salvo del enfriamiento para su conservacion, ni tampoco ha sufrido

un cambio en su composicion.

La leche es un liquido blanco cremoso con un sabor ligeramente dulce o salado (dependiendo de
su alimentacién y el agua que consuma), fresco, obtenido de animales bovinos sanos, ordefiadas
completamente y en reposo, libre de calostro y cumpliendo con los parametros fisicos,
microbioldgicos e higiénicos; es un alimento Unico que apoya al crecimiento humano, ayuda en
la formacion de huesos y dientes debido a su elevado contenido de calcio y contribuye a la

conformacion de muasculos debido a su contenido de proteinas (Gonzales, 2015, pp.8-33).

1.1.1. Composicion fisico quimico de la leche.

Los valores de las principales propiedades fisico - quimicas de la leche natural se muestran en la
tabla 1-1.

Tabla 1-1: Caracterizacion de la leche cruda en la planta de lacteos - Tunshi.

Requisitos Unidad Resultado

Densidad relativa a 20°C g/mL 1.029
Materia Grasa % 3.55
Solidos no grasos % 8.28
Sélidos totales % 12.84
Proteina % 3.06
pH - 6.25
Ceniza % 0.75

Fuente: (Camacho, 2020)
Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.



1.2. Derivados lacteos

Son productos elaborados a partir de leche entera, descremada 0 semi descremada que mediante
procesos tecnolégicos mejoran y conservan las propiedades nutricionales y sensoriales de la
materia prima mediante el uso de aditivos, emulsificantes o espesantes en su composicion para
restituir o afiadir consistencia al producto resultante, que dependiendo del tipo de subproducto

gue se requiera obtener, su valor nutricional puede variar (Franklin et al., 2011: pp.36-38).

1.3.Queso

Segun la (NTE INEN 1528,2012, pp.3-10), define al queso como un producto blando, semiduro, duro
y muy duro, maduro o no madurado y puede estar recubierto, en el que la proporcién de proteina
de suero a caseina no es superior a la de la leche, que se obtiene por coagulacion total o parcial

de la leche.

Segun (Ibéfiez, 2015, pp.50-98), indica que el queso es un alimento solido elaborado a partir de la
leche cuajada de vacas, cabras, ovejas, bufalos, camellos u otros mamiferos rumiantes, la leche
se cuaja con una combinacién de enzimas estomacales (o sustitutos) y acidificacion; las bacterias
son responsables de la acidificacion de la leche, que desempefian un papel importante en la
determinacion de la textura y el sabor de la mayoria de los quesos, algunos de los cuales pueden

contener mohos en su superficie exterior como interior.

1.3.1. Clasificacidn de quesos

Segun la (NTE INEN 1528,2012, pp.3-10), se clasifican en:

Segun el contenido de humedad

e Duro: 20 a 40% de humedad.

e Semiduro: 42 a 55% de humedad.
e Semiblando: 65 % de humedad.

e Blando: 80% de humedad.

Segun el contenido de grasa lactea:

e Rico en grasa: 60 % minimo de grasa.

e Entero o graso: 45 % minimo de grasa.



¢ Semidescremado o bajo en grasa: 20 % minimo de grasa.

e Descremado o Magro:0,1 % minimo de grasa.

1.4.Queso Mozzarella

El queso mozzarella pertenece al grupo de los quesos de pasta hilada y es el segundo segmento
de ventas més importante en las industrias queseras debido a que durante su elaboracion la cuajada
acidificada se somete a un amasado con agua caliente que permite estirarla de tal forma que pueda
formar bandas, o que a su vez consta de varias estructuras alineadas a modo de hilos; en algunos
paises latinoamericanos existe un interés particular en la produccion y comercializacion de este

gueso, debido a su alto consumo especialmente en comidas rapidas (Ramirez et al., 2010: pp.60-63).

El queso mozzarella es un producto de pasta hilada cuyo proceso de elaboracion recibe un
tratamiento térmico que tiene como objetivo el fundir las proteinas y alinear sus fibras mediante
un proceso especifico denominado hilado, que se basa en el estiramiento repetitivo de la cuajada
caliente para lograr una estructura suave, elastica y cremosa; los quesos que conforman parte de
esta familia reciben su nombre debido a su proceso de fabricacién ya que se realiza un

calentamiento con agua y luego su amasado para su estiramiento o hilado (Arteagay Parra, 2021: p.7).

1.4.1. Usos y aplicaciones

El queso mozzarella es un producto muy consumido, puede ser acompafiado de aceite de oliva,
orégano y otras especias, y formar parte de ensaladas, frutos secos, vinagre e infinidad de
combinaciones, es un ingrediente fundamental de la mayoria de las pizzas artesanales, asi como
de pizzas industriales y muchos otros productos preparados, ademas, el queso mozzarella puede
considerarse un alimento probidtico, ya que contiene microorganismos beneficiosos para quien

los ingiere al permanecer vivos en el intestino y contribuye en el equilibrio de la flora bacteriana
(Gaitan, 2019, p.8).

1.4.2. Elaboracién del queso mozzarella

SegUn (Hernandez, 2018, pp.4-5), describe el proceso de elaboracion del queso mozzarella de manera

breve a continuacion:



1.4.2.1. Pasteurizacion

Consiste en realizar un tratamiento térmico donde se calienta la leche a una temperatura entre 70 °
C a 80 ° C por unos minutos con la finalidad de eliminar bacterias y microorganismos patégenos

presentes en la leche.

1.4.2.2. Coagulacion

Es un proceso por el cual la leche sufre un cambio donde se separa del suero lactico mediante la

ayuda de enzimas o por una coagulacion acida.

1.4.2.3. Corte de la cuajada

Posteriormente de la coagulacion se realiza el corte de la cuajada obtenida en cuadros de

aproximadamente 2 cm con liras, que favorece la expulsion del suero de la masa.

1.4.2.4. Desuerado

Se realiza para eliminar completamente el suero y se lo puede efectuar mediante el prensado, para
aprovechar el tiempo de esta operacion.

1.4.2.5. Hilado

El queso obtenido se procede a colocarlo en un recipiente con agua caliente (70 ° C) para realizar
un amasado y hacerlo elastico dando origen a las propiedades caracteristicas del queso
mozzarella.

1.4.2.6. Moldeado

Se procede a colocar la masa en moldes para darle forma y tamafio al producto.

1.4.2.7. Salado

Se realiza con el fin de otorgar un salado caracteristico de la mayoria de los quesos

comercializados. EIl proceso consiste en realizar una inmersion del queso en recipientes donde

esta la salmuera por un tiempo dependiendo del tamafio.



1.4.2.8. Almacenado

Se lo realiza a temperaturas bajas para su mejor conservacion.

1.5. Enfermedades transmitidas por alimentos

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS) son una variedad de enfermedades
causadas por el consumo de alimentos, incluyendo el agua que puede estar contaminada con
diversos agentes (bacterias, productos quimicos o parasitos) también se producen por la
manipulacion de los alimentos; a través de vectores de enfermedades, por ejemplo: el ser humano,

plagas, alimentos crudos, agua, suelo y aires contaminados (Saltos et al., 2018: p.38).

Segun (Garofalo, 2021, p.20), la ingesta de este tipo de alimentos contaminados puede provocar
ciertas enfermedades caracterizadas por una variedad de sintomas gastrointestinales, que incluyen
nauseas, vomitos, diarrea, dolor abdominal y fiebre; e inclusive en algunos casos complicaciones
graves como sepsis, meningitis, aborto espontaneo, sindrome de Reiter, sindrome de Guyana-

Barré o muerte.

1.6. Contaminacion de quesos

Segun (Guzman et al., 2016: pp.10-16), la presencia de microorganismos patdgenos en los quesos estan
asociados varios factores como: la deficiente calidad de la leche ocasionado por las malas
practicas de ordefio, mal manejo que se le da a la leche, condiciones inadecuadas de
almacenamiento y transporte, desconocimiento de las normas vigentes, falta de capacitacion,
infraestructura e instalaciones de las industrias deficientes, mal equipamiento, control de
procesos, materias primas e insumos, manejo de registros, implementacion de sistemas de
seguridad e inocuidad, contaminacion cruzada, uso de leche cruda, entre otros requisitos que
establece la Buenas Préacticas de manufactura (BPM). (Ferrin et al., 2020: p.42) los microorganismos
mas comunes que se pueden encontrar en el queso son: coliformes fecales, Staphylococcus

aureus, mohos y levaduras.

1.6.1. Principales microorganismos patdgenos encontrados en quesos

1.6.1.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus pertenece a la familia Micrococcaceae que tiene la forma de cocos,
agrupado en forma de racimos, inmovil, gram positivo, aerobio y anaerobio facultativo, con una

temperatura 6ptima de 37 ° C, de color amarillo dorado y son halotolerantes que producen



enterotoxinas, aislado comunmente de la leche cruda de ganado vacuno con mastitis, estas
bacterias son resistentes al cambio de temperatura y pueden causar desde diarrea hasta
intoxicaciones severas a quien ingiere la leche o sus derivados como 10s quesos (Rodas et al., 2013:
p.27).

Figura 1-1. Staphylococcus aureus
Fuente: Tomado de (Sanjuan, 2019, p.5)

1.6.1.2. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes son bacilos gram positivos, intracelular facultativo que se puede
encontrar en la naturaleza, con frecuencia en los alimentos, esta infeccion puede afectar a personas
inmunocomprometidos, ancianos y recién nacidos; esta bacteria se puede aislar del suelo, agua,
vegetales y heces de animales; este tipo de contaminacion es comun en alimentos frescos y
procesados de origen animal y vegetal (verduras), leche y productos lacteos no pasteurizados,
carne de res, cerdo y aves, salchichas ahumadas o fermentado y pescados ahumados (Carrién, 2016,
p.14).
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Figura 2-1. L. monocytogenes

Fuente: Tomado de (Biomérieux, 2022)



1.6.1.3. E. coli

E. coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son bacterias gram negativas, bacilos cortos, de
catalasa positiva, oxidasa negativa, tamafio aproximado 0.5 um de ancho por 3.0 um de largo, sU
temperatura 6ptima de crecimiento es de 37 ° C, son microorganismo relativamente sensible al
calor y puede ser destruido mediante temperaturas de pasteurizacion y también durante su

almacenamiento a temperaturas de congelacién (Palpa, 2015, pp.16-17).

E. coli produce la toxina Shiga (STEC) que puede ser transmitida por medio de alimentos
contaminados. Entre los alimentos asociados con el brote de STEC son la carne molida cruda o
poco cocida, salchichas, embutidos, lacteos no pasteurizados, mayonesa, entre otros (Once y Ruiz,

2022: p.14).

Figura 3-1. E.coli
Fuente: Tomado de (Reyes, 2011)

1.6.1.4. Salmonella

Salmonella un género de la familia de las Enterobacteriaceae, son gram negativos, anaerobios
facultativos, oxidasa negativa, catalasa positiva, no formadores de esporas, pueden crecer en un
rango de 5 a 47 °© C con un rango 6ptimo de 35-37 ° C; que producen &cido y en ocasiones gas a

partir de la glucosa (Plaza, 2013, pp.31-32).

Segln (Soria, 2012, pp.31-32), el género Salmonella causa salmonelosis, enfermedad que puede
afectar a humanos y animales de sangre caliente y fria, cuya incidencia y mortalidad varia segun
la especie y el huésped; del mismo modo, la salmonelosis estd vinculada con una gran lista de
alimentos, que en la mayoria de los casos es consecuencia del consumo de carnes de mamiferos,

aves, mariscos, huevos y leche en polvo, etc.



Figura 4-1. Colonias tipicas de Salmonella.

Fuente: Tomado de (Department of Veterinary Disease Biology, 2022)

1.6.1.5. Enterobacterias

La familia de Enterobacterias son el grupo mas grande y heterogéneo de bacterias gram negativas,
en forma de bacilos gram negativos de 1.0 a 6.0 um, que no son esporulados, son aerobios y
anaerobios facultativos, muchos de ellos forman capsulas, la gran mayoria producen fimbrias y
pilis, ninguno produce esporas. Estos microorganismos son ubicuos de distribucién mundial,
presentes en el suelo, agua, vegetacién y forman parte de la flora intestinal en casi todos los

animales, incluyendo el ser humano (Cortecero y Benitez, 2011: pp.35-56).

De igual forma (Montel et al., 2014: pp.136-154), manifiesta que las Enterobacterias se pueden
encontrar de forma natural en la leche y productos lacteos como el queso, esto debido a diferentes
aspectos sanitarios y tecnolégicos durante su elaboracion, que pueden ocasionar defectos en el

sabor y la textura de estos productos.

Figura 5.1. Enterobacteriaceae en Petrifilm.
Fuente: Tomado de (AFNOR, 1997)
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1.7.0régano

El Orégano (Origanum vulgare) es una especie herbacea, perenne, que puede crecer hasta un
metro de altura, perteneciente a la familia Labiaceae, produce flores que varian del blanco a
purpura y muestra bracteas en verano, sus hojas son de color verde a verde grisdceo que pueden
ser vellosas o lisas, varias especies son conocidas comercialmente por la forma de la hoja de
orégano, se debe entender que esta propiedad se relaciona principalmente con su aroma y sabor.

(Cameroni, 2013, pp.1-6).

Planta herbacea perenne de aspecto lefioso que crece hasta 90 cm de altura, sus tallos a menudo
adquieren una tonalidad rojiza, se ramifican en la parte superior y tienden a deshojarse en las
partes mas inferiores, las hojas surgen opuestas, ovales y anchas, miden 2-5 cm, tienen bordes
enteros o ligeramente dentados, y vellosidad en el envés, las inflorescencias son paniculos tipo
cima, con bracteas negras y flores labiadas de color purpura (Ruiz de la Torre y Melo, 2010: pp.74-109).

Segun estudios realizados se ha demostrado que el orégano contiene aceites esenciales, que
pueden ser beneficiosos para la salud, al igual que puede sustituir los aditivos sintéticos en los
alimentos, ademas, posee actividad antiradicalaria, propiedad que es atribuida por los
monofenoles, carvacrol y timol principales quimiotipos (Acevedo et al., 2013: pp.43-48).

Figura 6-1. Hojas de orégano.
Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.

1.7.1. Clasificacion cientifica del orégano (Origanum vulgare)

El orégano es una planta originaria del Mediterraneo, cuya altura no supera el metro, tiene hojas
pequefas y ovaladas de 1 a 3 cm de tamafio segun la variedad y el habitat, es una de las plantas

mas populares del mundo (Lépez, 2017, p.4).
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Tabla 2-1: Clasificacién cientifica del orégano.

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Subfamilia Nepetoideae
Género Origanum
Especie Vulgare

Fuente: (Solis, 2012, p.6)
Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.

1.7.2. Usos del orégano

El orégano tiene un gran nimero de usos entre los cuales se encuentran los siguientes resumidos
en la tabla 3-1.

Tabla 3-1: Usos y funciones del orégano.

Usos Modo de empleo Funciones

Elaboracion de productos alimenticios como

Hoja seca potenciador del sabor y conservador natural

Inhibidor de crecimiento de hongos contaminantes
y bacterias patogenas relacionadas con los
Ind. Alimenticia alimentos.

) ) En alimentos procesado se emplea como
Aceite esencial o B ]
antioxidante para la elaboracion de embutidos y en
conservas como: salmon, atin y sardinas.
En la industria de refresquera y licorera el orégano
se utiliza como fijador y saborizante.

Propiedades, antioxidantes,  antiinflamatorios,

Medicinal Aceites esenciales L o

antiséptico y antiparasitos.

Se usa como esencia y fijador de olor de perfumes.
Cosméticos Aceites esenciales Manufactura de jabones y productos de

aromaterapia.

Fuente: (SEMARNAT, 2015)
Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.

1.8. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son liquidos aceitosos aromaticos obtenidos por diversos métodos de
extraccion que provienen de materiales vegetales (flores, tallos, raices, hojas, frutos y semillas),

algunos de los cuales poseen actividad antibacteriana y antiflngica, y se evaltian como una fuente
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potencial de nuevos compuestos antimicrobianos y pueden ser una alternativa para la

conservacion de alimentos (Argote et al., 2017: pp.52-60).

Segun (Torrenegra et al., 2017: pp.160-175), el aceite esencial (AE) se utiliza para referirse a un liquido,
volétil, con propiedades aromaticas. Estas sustancias son sintetizadas por las plantas como
metabolitos secundarios y pueden extraerse por métodos fisicos como la destilacién al vapor o la
hidrodestilacién. Los aceites esenciales juegan un papel importante en la proteccion de las plantas
porgue actian como agentes antibacterianos, antivirales, antifingicos e insecticidas. Tienen una
composicién quimica compleja que incluye una mezcla de sustancias organicas como

hidrocarburos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, etc.

Los principales componentes de los aceites esenciales son los terpenos de bajo y medio peso
molecular como los monoterpenos, sesquiterpenos y en menor medida los diterpenos. Los
monoterpenos son las moléculas mas abundantes que pueden llegar a constituir el 90% del aceite.
Los compuestos mas comunes que forman parte del AE son el a-pineno, f-pineno, mirceno,
limoneno, 1,8-cineol y alcanfor se clasifican como monoterpenos, y los compuestos de trans-

cariofileno y 6xido de cariofileno como los sesquiterpenos (Usano et al., 2014: p.62).

1.8.1. Métodos de extraccion de aceites esenciales

Segun (Sena, 2012, p.28), va a depender de la variedad del material vegetal, parte de la planta a
utilizar y estabilidad del aceite esencial que se pretenda obtener, se usaran diferentes
procedimientos fisicos y quimicos de extraccion, su correcta aplicacion determinara la calidad del
producto final. Dependiendo de las variables anteriores, existen diferentes técnicas de extraccion,

como se muestran en la tabla 4 - 1.

Tabla 4-1: Métodos de extraccion de Aceites Esenciales.

Tipo de Método

Procedimiento

Productos obtenidos

Métodos directos

Destilacién

Extraccion con solventes

Extruccion

Exhudacion

Directa

Arrastre de vapor

Destilacion - maceracion
(liberacién enzimatica de agliconas
en agua caliente)

Solventes volatiles

Solventes fijos (grasas y aceites)

Aceites esenciales citiricos
Gomas, Resinas, balsamos

Aceites esenciales y aguas
aromaticas

Infusciones y resinoides
alcohdlicos

Concretos y absolutos

Absolutos de pémadas

Absolutos de enflorados

Extraccion con fluidos en estado supercritico

Fuente: (SENA, 2012)
Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.
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1.8.2. Propiedades de los aceites esenciales

Los aceites esenciales se caracterizan por presentar un olor pronunciado y penetrante
generalmente agradable, sabor caustico, irritante y concentrado, a veces dulce o amargo, o sabor
aromatico y sensacién de farmaco; su densidad suele ser inferior a la del agua, poseen actividad
Optica; peso especifico de 0,8 a 2,0 a temperatura de 15 °C; con un punto de ebullicién de 150 a
300 ° C; indice de refraccién de 1,45 a 1,5; se alteran facilmente bajo la presencia de la luz, lo
cual tienden a oscurecerse y cambiar su aroma (Pinzon, 2021, p. 30). Los aceites esenciales son
volatiles, lo que significa que cambian facilmente de liquido a gas a temperatura ambiente o
superior, pueden disolverse en aceite, alcohol, éter de petroleo, tetracloruro de carbono y otros
disolventes organicos; y son insolubles en agua, generalmente, se los obtiene por arrastre de vapor
y contienen sustancias que le dan el aroma a la planta algunos de ellos poseen un agradable color
y sabor (Montoya, 2010, p.13).

Segln (Ceballos & Londofio, 2017: pp.1-3), los aceites esenciales poseen fuertes propiedades
antibacterianas y antioxidantes y, como conservantes naturales, satisfacen la demanda de los
consumidores de alimentos seguros, saludables y nutritivos; debido a su alto potencial, pueden
combatir microorganismos patgenos que causan enfermedades en los consumidores, y que de
igual forma puede atribuir prolongar la vida Gtil de los alimentos conservando su calidad. Estos
contienen una amplia variedad de compuestos quimicos que actian de manera de sinergismo para
realizar actividades antimicrobianas, antioxidantes, antifingicas, antivirales, insecticidas, entre

otras (Cortés et al., 2014: pp. 2-3).

1.9. Aceite esencial de Orégano

Segun (Camus & Trujillo, 2011: p.1), el aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) es un liquido
amarillo que presenta un aroma agradable que se lo encuentra dentro de las flores y en las hojas,
tiene una composicion quimica muy compleja en los que se encuentran los componentes: timol,
carvacrol, pineno, cymol, selineno, dipenteno, a-terpineno, algunos polifendlicos como el &cido
rosmarinico, acido cafeico, acido ursélico, acido clorogénico, taninos, algunos flavonoides
(lutenol, diosmetol, kaemferol) y derivados de apigenol. Pero sin duda el componente mayoritario
es el carvacrol (80,2%), el cual existe mucha informacion en la industria farmacéutica,
alimenticia, cosmética, también su importancia en farmacologia por su actividad antimicrobiana,

antimicética, antiviral y diurética (Valazque, 2019, p.2).

De acuerdo con (Mendoza, 2020, pp.54-62), en el aceite esencial de orégano encontré6 componentes

quimicos todos terpenos, principalmente el carvacrol 62,41 %, ademas de B-cariofileno 8,84%,
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a-bergamoteno 6,75%, p-cimeno 6,24%, geraniol 4,29%; y a-humuleno, 3-felandreno, 1-octen-

3-ol, oxido de cariofileno, 4-terpineol, E-citral, y-terpineno, z-citral en pequefias cantidades.

Segun (Acevedo et al., 2013: pp.43-48), los principales componentes quimicos que estan presentes en
el aceite esencial de orégano es el Timol (67.51%) como mayoritario, seguido por p-Cimeno
(11,66 %), y-Terpineno (5,51 %), cariofileno (5,38 %), oxido de cariofileno (2,22 %), trans-a-
Bergamoteno (1,65 %), Eugenol (1,49 %), y a- Bergamoteno, 1,32% representando més del 80%
del total.

1.9.1. Caracteristicas fisicas del aceite esencial de orégano
Segun (Tellez & Nollazco, 2017: pp.195-205), en la tabla 5-1, indican las condiciones, rendimientos y
propiedades fisicas del aceite esencial de orégano obtenido por destilacion con arrastre de vapor

de agua.

Tabla 5-1: Caracteristicas fisicas del aceite esencial de orégano

Muestra Origanum Vulgare
Tiempo de destilacion 60 min
Rendimiento 2,02 %
Densidad especificaa 20° C 0,9132 g/ml
indice de refraccion 1,475
Solubilidad en alcohol 75 ml
Color (CIEL *,a*, b *) L*60,51; a *-2,83; b *14,31

Fuente: (Tellez & Nollazco, 2017)
Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.

1.9.2. Composicion quimica del aceite esencial de orégano

(Teixeira et al., 2013: pp.2707-2714), indica que el aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) se
compone principalmente de monoterpenoides y monoterpenos; aunque su composicion puede
variar segun su ubicacion geografica. Se han identificado mas de 60 compuestos diferentes,
principalmente carvacrol y timol, ademas, de flavonoides como apigenina y luteolina, agliconas,
alcoholes alifaticos, derivados del fenilpropano y é&cidos cumarico, feralico, caféico, r-
hidroxibenzdico y vanilico (D*Antuono et al., 2000: pp. 471-478). Su propiedad antioxidante es atribuida
a los acidos fenolicos y flavonoides, y su propiedad antimicrobiana por presencia de carvacrol y

timol (Faleiro et al., 2005: pp.8162-8168).

SegUn (Di Fabio, 2020, pp.5-6), l0s aceites esenciales de orégano (0,15-0,4% de plantas secas) son
ricos en timol, carvacrol y terpineol; la composicién del extracto de orégano varia segun el origen
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y la variedad, los fenoles totales constituyen casi el 90% de la esencia, también contienen
hidrocarburos monoterpénicos como limoneno, pineno, cimeno y sesquiterpénicos: beta-

cariofileno, bisaboleno, ademas como linalol y terpinen-4-ol.

(Garcia, 2022, p. 6), €n cuanto a la composicién del aceite de orégano se han identificado hasta 56
compuestos, de los cuales solo se destacan cuantitativamente dos fenoles isoméricos como el
carvacrol (0.1-56.6%) y timol (7.9-53.6%). Estos compuestos naturales, son considerados como
antioxidantes, antifungicos y antibacteriales que se presentan en cantidades significativas en los
aceites esenciales de los géneros Thymus, Origanum, Satureja, Thymbra y Lippia, que se usan
ampliamente como especias Yy tés de hierbas (Arango et al., 2012: pp.217-226).

1.9.3. Capacidad antimicrobiana del aceite esencial de orégano

Los aceites esenciales son liquidos aceitosos aromaticos que se obtienen de diferentes partes de
ciertas plantas, especialmente conocidos por sus propiedades aromaticas y antibacterianas, y
pueden usarse como aditivos para mejorar la seguridad alimentaria y la vida Gtil de los productos

alimenticios (Amatiste, 2014, p.148).

El aceite esencial de orégano fue el primer antiséptico natural con amplias propiedades
bactericidas, y el orégano no tiene tendencia conocida a desarrollar resistencia. El aceite esencial
de orégano mata o detiene el crecimiento de casi cualquier hongo, asi como de inhibir el
crecimiento de la mayoria de las bacterias gram positivas como gram negativas (Sauceda, 2011, pp.
153-170). En el aceite esencial de orégano, el carvacrol y timol son los méas activos y funcionan

sinérgicamente para mejorar las propiedades conservantes (Solis, 2012, p.12).

Segun (Palacios y Vélez, 2017: p.6), demuestran que carvacrol y timol tienen varios sitios de accion
dentro de las células y dependiendo de las concentraciones utilizadas puede ocasionar la
inhibicion o inactivacion de los microorganismos, los blancos o puntos de ataque de estos agentes
antimicrobianos dentro de las células incluyen la pared y membrana, celular enzimas metabolicas

sintesis de proteinas y sistema genético.

De acuerdo con (Aligiannis et al., 2001: pp.4168-4170; Elgayyar et al., 2001: pp.1019-1024), el aceite esencial
de orégano presenta actividad antimicrobiana contra las gram positivas como Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis y Listeria monocytogenes y las bacterias
gram negativas como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Yersinia enterocolitica y Enterobacter cloacae. También presenta actividad antifangica frente
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Candida albicans, Torulopsis glabrata, C.tropicalis, Aspergillus Niger, Rhodotorula y

Geotrichum pero no contra Pseudomonas aeruginosa (Sivropoulou et al., 1996: pp.1202-1205).

Segun (Asensio, 2013, p.88), en cuanto al efecto antimicrobiano de los aceites esenciales de orégano
las bacterias gram positivas tienden a ser mas sensibles tales como B. cereus y S. aureus, de igual
forma tuvo zonas de inhibicion pequefias ante E. coli como contra Salmonella sp, esto debido a
que las bacterias gram negativas tienen gran complejidad en su pared celular. Esto se les atribuye
a los compuestos fendlicos que son conocidos como agentes inhibidores dependiendo de la
concentracion utilizada; el carvacrol, eugenol y timol son compuestos fendlicos que poseen una

mejor actividad inhibidora (Posligua, 2021, pp. 25-30).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Localizacion y duracion del experimento

El trabajo de investigacion se realizd en el laboratorio especializado en lacteos de la Estacion
Experimental Tunshi ubicado en el kilometro 12 via a Licto de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo y en los laboratorios de Ciencias Bioldgicas; Bromatologia de la Facultad de
Ciencias Pecuarias, situada en la Panamericana Sur Kilémetro 1%, a una altitud de 2740 msnm,
78° 4’ de Longitud Oeste y 1° 38” de Latitud Sur.

La duracion del trabajo tuvo un tiempo aproximado de 90 dias, en los que se realiz6 los analisis

microbioldgicos, bromatoldgicos, fisico - quimicos y sensoriales.

Tabla 1-2: Condiciones meteorolégicas de Riobamba.

Indicadores
Temperatura 12.3°C
Humedad relativa 70.3%
Precipitacion 17.3 mm/mes

Fuente: Estacion Meteoroldgica de la FRN. ESPOCH. 2022.
Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.

2.2.Unidades experimentales

En el presente trabajo investigativo estd formado por 40 unidades experimentales de producto
(queso mozzarella 250g), con diferentes niveles de aceite esencial de orégano los cuales se
utilizaron para los analisis bromatoldgicos, sensoriales y microbioldgicos, en diferentes tiempos

0, 7, 14 y 21 dias con el fin de evaluar su capacidad antimicrobiana.
2.3. Equipos, materiales, insumos y reactivos

2.3.1. Equipos de campo

- Marmita (olla pasteurizadora)

- Caldero
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2.3.2. Equipos para pruebas bromatologicas

- Estufa

- Refrigeradora

- Equipo micro kjeldahl
- Balanza analitica

- pH-—metro

2.3.3. Equipos para pruebas microbioldgicas

- Autoclave

- Incubadora

- Estufas

- Cémara de flujo laminar
- Plancha de calentamiento
- Contador de colonias

- Microscopio

- Refrigeradora

- Balanzas de precision

- Vortex

2.3.4. Materiales de campo

- Ollas

- Mesa de moldeo

- TermOmetro

- Papel tornasol

- Prensa

- Tela de filtrado

- Baldes de plastico

- Lirade corte

- Mallas de plastico

- Moldes de acero inoxidable
- Tina de salmuera

- Fundas ziploc

- Fundas para empacado
- Botas, mandil

- Guantes para hilar, cofia, mascarilla
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2.3.5. Materiales para para pruebas bromatologicas

- Acidémetro

- Crisoles

- Desecador

- Matraz de Erlenmeyer
- Vasos de precipitacion
- Buretas

- Probetas

- Mortero y pistilo

- Papel filtro

2.3.6. Materiales para pruebas microbioldgicas

- Tubos de ensayo

- Cajas Petri

- Micropipeta

- Espétula

- Vasos de precipitacion

- Papel aluminio

- Papel industrial

- Guantes, cofia, mascarilla
- Mandil

- Bureta

- Mechero

- Puntas

- Gradillas

- Piseta

- Portaobjetos

- Tangue de gas

- Frascos termorresistentes
- Libreta

2.3.7. Materiales para pruebas sensoriales

- Boletas de catacion
- Esferos
- Platos desechables
20



- Mondadientes
2.3.8. Insumos de campo

- Leche

- Aceite esencial de orégano (Orégano NAT ID 300480)
- Cuajo

- Fermento (Cheese Lat Yc Mozzarella)

- Cloruro de calcio

- Sal engrano

2.3.9. Insumos y reactivos para pruebas microbiol6gicas

- Agar (SS Agar Salmonella Shigella Agar)
- Agar BD Baird — Parker Agar

- Palcam Agar Listeria

-  EMB Agar

- Placas Petrifilm (Enterobacterias)
- Jabon liquido

- Alcohol (70 % - 96 %)

- Agua destilada

- Cristal violeta

- Alcohol cetona

- Lugol

- Safranina

- Aceite de inmersién

2.3.10. Reactivos para para pruebas bromatoldgicas

— Sulfato de cobre

— Sulfato de sodio

— Catalizadores

— Acido clorhidrico
—  Acido sulfurico

— Hidroxido de sodio
— Alcohol

21



2.4. Tratamiento y disefio experimental

Se utiliz6 4 tratamientos con 5 repeticiones cada una, basados en la utilizacion de diferentes
niveles de aceite esencial del orégano (0; 0,2; 0,4 y 0,6 %) como antimicrobiano en el queso
mozzarella, los cuales se analizé bajo un Disefio completamente al azar, cuyo modelo lineal

aditivo es:
Yij=u+ Ti + Eij
Donde:
Yij: valor estimado de la variable
U: media general

Ti: efecto antimicrobiano de aceite esencial del orégano

Eij: error experimental o efecto de la aleatorizacion de los tratamientos en el campo experimental.

2.5. Esquema del experimento

El esquema del trabajo experimental se describe a continuacion en la tabla 2-2.

Tabla 2-2: Esquema del experimento.

Aceite esencial

de Cadigo Repeticiones  TUE.*  TUE /# Tratamiento
orégano (%)
Control
(sin orégano) T0 5 2 10
0,2 T1 5 2 10
0,4 T2 5 2 10
0,6 T3 5 2 10
40

Total

TUE *Tamafio de la unidad experimental.

Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.

2.6. Mediciones experimentales

Las mediciones experimentales que se desarrollaran en la presente investigacion son:

2.6.1. Pruebas fisico — quimicas

° pH

e Acidez
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2.6.2. Anélisis bromatoldgicos

e Proteina
e Grasa

e Soélidos totales

2.6.3. Pruebas Microbiolégicas

e Enterobacterias

e Escherichia coli

e Staphylococcus aureus
e Listeria monocytogenes

e Salmonella

2.6.4. Pruebas sensoriales

e Color

e Olor

e Sabor

e Textura

2.7. Analisis estadisticos y pruebas de significancia

Con los resultados experimentales se realizd un disefio completamente al azar y los analisis

estadisticos fueron:

e  Anadlisis de varianza (ADEVA) con P<0.05.
e Separacion de medias segun Tukey

e Graficos de Frecuencia

e Estadistica descriptiva

En la tabla 3-2 se muestra el esquema del ADEVA

Tabla 3-2: Esquema del ADEVA.

Fuente de variacion Grados de Libertad

Total (n-1) 19
Niveles de aceite esencial de orégano (t-1) 3
Error (n-1) - (t-1) 16

Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.
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2.8. Procedimiento experimental

2.8.1. Formulacion para la elaboracién del queso mozzarella

En la elaboracion del queso mozzarella, se utilizé la formulacidn que se reportan en la tabla 4 - 2,

donde se observa que se utiliza diferentes niveles de aceite esencial de orégano.

Tabla 4-2: Formulacién para la elaboracion del queso mozzarella con diferentes niveles de

aceite esencial de orégano.

Formulacién Niveles de aceite esencial de orégano
Ingredientes 0% 0,2% 0,4% 0,6%
Leche (L) 15 15 15 15
Fermento (g) 1,25 1,25 1,25 1,25
Cuajo ml 2,5 2,5 2,5 2,5
Cloruro de calcio (ml) 2 2 2 2
Sal (%) 1 1 1 1
Tratamientos Peso (9) Aceite esencial de orégano (ml)
TO 1250 -
T1 1250 2,5
T2 1250 5
T3 1250 7,5

Fuente: Laboratorio especializado en lacteos Tunshi - ESPOCH

Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.

2.8.2. Proceso para la elaboracion del queso mozzarella

A continuacién, se muestra la figura 1 — 2, el proceso de elaboracion de queso mozzarella:
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Recepcion de la leche

v

Pasteurizacion < 65°C x 10 min
. Adicion:
Enfriado N Fermento 59 (45 °C)
> Adicion:
Coagulacion - Cuajo 25 — 30 % x 100 litros
* Cloruro de calcio 8 ml (42 °C)
Corte de cuajada < Aproximadamente 2 a3 cm
Reposo < Eliminacion parcial de suero
Hilado P 65-70°C
* Adicién:
Moldeado y prensado 0% 0,2 %; 0,4 %; 0,6% de
yP - aceite esencial de orégano
Salmuera < 4°Ca 1%
Envasado < Alvacioy en fundas de
propileno
Almacenamiento < Cémara de refrigeracion a
4°C

Gréfico 1-2. Diagrama de elaboracion del queso mozzarella con diferentes
niveles de aceite esencial de orégano.

Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.
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2.8.2.1. Recepcion de la leche

La leche se filtr6 mediante la utilizacién de telas para eliminar impurezas que puedan afectar el

proceso de elaboracion del queso mozzarella.

2.8.2.2. Pasteurizacion

Se sometid la leche a una pasteurizacién a 65 ° C durante 10 minutos.

2.8.2.3. Enfriado

Se dejé reposar para enfriar la leche a unos 45 ° C.

2.8.2.4. Coagulacion

Se adiciond a los 45 ° C el fermento, posteriormente dejando reposar un tiempo y agregar entre
los 40 - 42 ° C el cuajo y el cloruro de calcio. Se dej6 en reposo durante 30 min.

2.8.2.5. Corte de cuajada

Se realiz0 el corte de cuajada con la lira aproximadamente entre 2 a 3 mm.

2.8.2.6. Reposo

Se dejara reposar por un tiempo la cuajada, hasta obtener el pH de 5.4 — 5.6. Este proceso se lo

midié mediante el uso del papel tornasol.

2.8.2.7. Hilado

Se procedid calentar agua a 65 ° - 70 ° C para realizar el amasado de la cuajada e hilado de la
misma. En el moldeado se adiciond los diferentes porcentajes de aceite esencial de orégano
(0,2 %; 0,4 %; 0,6 %).

2.8.2.8. Moldeado y prensado

Se coloco en los moldes (250 g) para posteriormente prensarlos.
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2.8.2.9. Salmuera

Se prepar6 la salmuera con sal en grano (1%).

2.8.2.10. Envasado

Se enfundaron en fundas de polietileno al vacio.

2.8.2.11. Almacenamiento

Se almaceno en una camara de refrigeracion a4 ° C.

2.9. Metodologia de evaluacion

2.9.1. Anélisis Fisico — quimicos

2.9.1.1. Determinacion de pH

Para la determinacion del pH se bas6 en la (NMX - F 099, 1970, pp.1-3), mediante el siguiente

procedimiento:

— Colocar la muestra con agua destilada y agitar.

— Lavar los electrodos con agua destilada.

— Calibrar el pH metro con solucién buffer.

— Insertar la base del pH metro en el recipiente que contiene la muestra.

— Proceder a la lectura.

2.9.1.2. Determinacion de acidez

Esta prueba nos permite determinar la cantidad de acidez expresada en acido lactico (° D), el

procedimiento se lo realiz6 de acuerdo con la (NTE INEN 13, 1983, pp.1-2):

— Pesar 10 gramos de muestra de queso triturado.
— Agregar la muestra y 100 ml de agua destilada
— Mezclar y filtrar la solucion.

— Tomar 25 ml de lo filtrado en un Erlenmeyer.

— Cargar el acidémetro con la solucién de Hidréxido de sodio 0.1 N (NaOH)
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— Agregar 3 — 4 gotas de fenolftaleina y proceder a titular, gota a gota hasta que adquiera un
color rosa palido.

— Registrar el gasto de NaOH en mililitros.

2.9.2. Anélisis bromatol6gicos

2.9.2.1. Determinacion de Humedad

Esta prueba nos permite determinar el contenido de humedad del queso mozzarella que se basd
en la (NTE INEN 63, 1973, pp.1-7), mediante el siguiente procedimiento:

— Colocar los crisoles en la estufa durante 12 horas, luego sacarlos y dejarlos enfriar en el
desecador por 30 min.

— Pesar los crisoles y poner la muestra 1-2 gramos.

— Colocarlos en la estufa por 24 horas.

— Sacarlos de la estufa y ponerlos en el desecador para enfriarlos por 30 min.

— Posteriormente pesarlos y tomar lectura.

— Finalmente aplicar la formula con los datos obtenidos.

m2-m

x 100

SS (%) =

ml-m

%HUMEDAD =100 - % ST
En donde:

H = sustancia seca en porcentaje en masa.

m = masa de la capsulaen g

m1 = masa de la capsula con la muestra en g

m2 = masa de la capsula con la muestra después del calentamiento en g.

2.9.2.2. Determinacion del contenido de proteina

Para determinar el contenido de proteina del queso mozzarella que se basé en la (NMX - F 098, 1976,

pp.1-5), mediante el siguiente procedimiento:
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— Colocamos en un bal6n de digestion micro Kjeldahl entre 1 a 2 g de muestra, se afiade 1 g de
sulfato de cobre y 9 g de sulfato de sodio; mas 25 ml de &cido sulfdrico y lo instalamos en el
aparato de digestion hasta obtener un liquido color verde esmeralda.

— Retiramos el baldn y lo dejamos enfriar, posteriormente continuamos con la fase de destilacion
donde colocamos un Erlenmeyer con 100 ml de acido borico. En el bal6n adicionamos 200 ml
de agua; granallas de zinc, y 100 ml de hidréxido de sodio y procedemos a destilar.

— Una vez obtenido el destilado procedemos a titular.

— Continuamos con la fase de titulacion donde colocamos en el Erlenmeyer entre 4 a 5 gotas de
indicador mixto y titulamos con HCI.

— Finalmente. La cantidad de HCI gastado en la titulacion se anota para calcular con la siguiente

formula:

VxNxfx0014

%P= x 100

En donde:

%P = contenido de proteina en porcentaje de masa

f = factor para transformar el %N2 en proteina, y que es especifico para cada alimento.
V = volumen de HCI empleado para titular la muestra en mL

N1 = normalidad del HCI

m= masa de la muestra analizada.

2.9.2.3. Determinacion de grasa

Esta prueba nos permite determinar el contenido de grasa del queso mozzarella que se basé en la

(NTE INEN 64, 1973, pp.1-12), mediante el siguiente procedimiento:

— Pesar 1,5 gramos de muestra de queso, triturarla.

— Colocar la muestra en el butirdmetro.

— Verter &cido sulfarico por la extremidad del butirometro hasta que el nivel del &cido alcance
las 2/3 partes de la camara del butirdbmetro y recubra totalmente el queso.

— Sumergir el butirometro dentro del bafio maria de agua a 65° - 67° C, durante 5 minutos,
retirarlo y agitarlo enérgicamente durante un determinado tiempo, repetir las operaciones hasta
la disolucién de toda la muestra.

— Verter 1 cm?® de alcohol amilico en el butirémetro y agitarlo suavemente no menos de 3

segundos.
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Si el caso lo requiere afiadir mas acido sulfurico hasta que el butirometro se llene hasta 5 mm
por debajo de la escala graduada.

Cerrarlo y agitarlo suavemente en una vitrina de proteccion hasta que se mezcle
completamente y las particulas sélidas desaparezcan.

Luego colocar el butirometro en bafio maria de agua a 65° - 67° C durante 5 minutos, cuidando
gue la columna de grasa quede sumergida completamente en el agua.

Retirarlo, mezclar y centrifugar el butirbmetro con su tapa colocada hacia afuera, colocarlos
simétricamente equilibrando con uno que contenga igual volumen, la operacidn tardara en un
tiempo no menor a 5 ni mayor a 6 minutos.

Retirarlo de la centrifuga y colocarlo con la tapa hacia abajo en el bafio maria de agua a 65° -
67° C, durante 5 minutos, manteniendo la columna de grasa completamente sumergida en
agua.

Sacar el butirémetro del bafio de agua maria y examinar su contenido, si hay una clara division
entre la capa de grasa y el acido proceder a la lectura, y si no existe una clara division repetir

los pasos anteriores.

2.9.3. Anélisis Microbiolégico

2.9.3.1. Enterobacterias

La siembra para Enterobacterias se lo realizé de acuerdo con la (NTE INEN 1529 - 13, 2013, pp.1-3),

donde se procede a:

Esterilizar los materiales en el autoclave por 15 minutos a 125 ° C (tubos de ensayo, puntas).
Se continua con el pesaje de las muestras (1 g) para 9 ml de agua y la dilucién de las muestras
ala-1,-2y-3.

Encender la camara de flujo laminar para la eliminacion de posibles contaminantes en el aire.
Con la dilucion de 10 sembrar en las placas Petrifilm 3M.

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

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

Presionar con el aplicador el circulo del cultivo.

Tiempo de incubacion de las placas Petrifilm 3M a 37 ° C durante 24 h + 2 h.

Para el reconteo se tom6 de acuerdo con el instructivo (AFNOR 3M, 1997, pp.11-15).
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2.9.3.2. Staphylococcus aureus

Para la determinacion de Staphylococcus aureus se lo realizd de acuerdo con la (NTE INEN 1529 -

14, 2013, pp.1-11), donde se procede a:

Esterilizar los materiales en el autoclave por 15 minutos a 125 ° C (tubos de ensayo, puntas).
Preparar el agar; realizar el calculo de acuerdo con lo requerido; auto clavar el agar (15 min
a 120 °C).

Enfriar a unos 50°C. Mezclar y verter en placas Petri estériles.

Se contintia con el pesaje de las muestras (1 g) para 9 ml de agua y la dilucién de las muestras
ala-1,-2y-3.

Con la dilucién de 10~ sembrar en las cajas Petri.

Se incubd: 30 y 37 °C durante un maximo de 48 horas preferiblemente en condiciones
microaerofilas.

Examinar las placas a las 48 horas, el crecimiento se presenta de color amarillo dorado con

puntos negros.

En el caso de tener un crecimiento, no acorde al requerido se procedio a realizar tincion de gram

para un mejor reconocimiento.

2.9.3.2.1. Procedimiento de Tincion de gram

Se lo realizé mediante (Toro, 2005, pp.14-17):

Se procedié a abrir cuidadosamente la placa Petri y se tom6 una pequefia parte de las colonias
de bacterias con el asa de siembra (esterilizada) y cuidadosamente se lo colocé en el
portaobjetos con una gota de agua destilada.

Se lleva a la llama para fijar la muestra, teniendo cuidado con no quemar las células ya que si
se lo hace no se obtendria ningln resultado.

Colocar el portaobjetos sobre las varillas de vidrio sobre el lavabo.

Agregar unas gotas de cristal violeta (durante 1 minuto). Posteriormente lavar la muestra con
la piseta.

Agregar unas gotas de lugol por 1 minuto. Lavar la muestra con la ayuda de la piseta.
Colocar unas gotas de alcohol cetona (30 segundos). Lavar la muestra con la ayuda de la piseta.
Agregar unas gotas de safranina (1 min). Lavar nuevamente.

Secar y afiadir unas gotas de aceite de inmersion para observar en el microscopio.
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2.9.3.3. Listeria monocytogenes

Para la determinacion de Listeria monocytogenes se lo realizé de acuerdo con la (NTE 1SO 11290 -

1, 2018, pp.1-6), donde se procede a:

- Esterilizar los materiales en el autoclave por 15 minutos a 125 ° C (tubos de ensayo, puntas).

- Preparar el agar; realizar el calculo de acuerdo con lo requerido; auto clavar el agar (15 min
a 120 °C).

- Enfriar a unos 50°C. Mezclar y verter en cajas Petri estériles.

- Secontinda con el pesaje de las muestras (1 g) para 9 ml de agua y la dilucién de las muestras
ala-1,-2y-3.

- Con ladilucion de 10~ sembrar en las cajas Petri.

- Se incubd: 30 y 37 °C durante un maximo de 48 horas preferiblemente en condiciones
microaerofilas.

- Examinar las placas Petri a las 48 horas, el crecimiento se presenta de color verde grisaceo

con un halo negro.

2.9.3.4. E. coli

Para la determinacion de E. coli se lo realiz6 de acuerdo con la (NTE INEN 1529 - 8, 2016, pp.6-8),

donde se procede a:

- Esterilizar los materiales en el autoclave por 15 minutos a 125 ° C (tubos de ensayo, puntas).

- Preparar el agar; realizar el calculo de acuerdo con lo requerido; auto clavar el agar (15 min
a 120 °C).

- Enfriar a unos 50°C. Mezclar y verter en cajas Petri estériles.

- Se continGa con el pesaje de las muestras (1 g) para 9 ml de agua y la dilucion de las muestras
ala-1,-2y-3.

- Con la dilucién de 107 sembrar en las cajas Petri.

- Incubar las placas invertidas de 35 °C a 37 °C por 24 h £ 2 h.

- Examinar las placas entre 18 — 24 horas, se presentan con un color prpura con centro negro

y verde brillo metalico.

2.9.3.5. Salmonella UFC/g

Para la siembra para Salmonella se lo realiz de acuerdo con la (NTE INEN 1529 - 15, 2013, pp.1-7),

donde procedemos a:
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- Esterilizar los materiales en el autoclave por 15 minutos a 125 ° C (tubos de ensayo, puntas).

- Preparar el agar; realizar el calculo de acuerdo con lo requerido.

- Hervir con agitacion frecuente para disolver completamente el medio, no esterilizar en la
autoclave, ni sobrecalentar ya que el sobrecalentamiento puede destruir la selectividad del
medio.

- Enfriar a unos 50°C. Mezclar y verter en cajas Petri estériles.

- Secontinua con el pesaje de las muestras (1 g) para 9 ml de agua y la dilucién de las muestras
ala-1,-2y-3.

- Con ladilucién de 10~ sembrar en las cajas Petri.

- Invertir las placas e incubarlas a 37 + 1°C por 24h.

- Examinar las placas entre las 18 y 24 horas, si el crecimiento es pobre y no aparecen colonias
tipicas de salmonelas, la mayoria de las colonias tipicas de salmonelas son opacas 0
traslUcidas, incoloras o de color crema, con o sin centro negro. Las pocas salmonelas que

fermentan la lactosa presentan colonias lisas de color rosa o naranja.

2.9.4. Andlisis organoléptico

Se empled la prueba de aceptacién con una escala heddnica con el fin de conocer si la muestra
gue se presenta es aceptada o no por los panelistas en base a (Espinoza, 2007, p. 81), donde se
aplicaron boletas de catacién para la evaluacion sensorial, lo cual se realizé a 33 estudiantes de la
Escuela de Agroindustrias de la Facultad de Ciencias Pecuarias, donde se les solicito que
degustaran los distintos tratamientos de queso mozzarella con diferentes niveles de aceite esencial
de orégano (0,2; 0,4; 0,6 %) y asignen una calificacion segln su percepcion mediante una escala

heddnica como se muestra en la tabla 5-2:

Tabla 5-2: Escala de 5 puntos para la prueba hedénica.

Puntos Escala

Me gusta mucho
Me gusta
Ni me gusta ni me disgusta

N W b~ O

Me disgusta

1 Me disgusta mucho

Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.
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CAPITULO Il

3. MARCO DE DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1. Analisis fisico — quimico

En la presente investigacion se evalud el efecto de antimicrobiano de diferentes niveles de aceite

esencial de orégano en queso mozzarella, los resultados se presentan en las tablas 1-3.

Tabla 1-3: Composicidn fisico — quimica y proximal del queso mozzarella con diferentes niveles de aceite
esencial de orégano (0,2%; 0,4%; 0,6%).

Parédmetros Niveles EE. Pro. Resultado

0% 0,2% 0,4% 0,6%

N. © Observaciones 5 5 5 5

pH 54a 55a 54a 53a 0,07 0,2782 ns

Acidez (° D) 25,88a 25,96 a 2590a 2598a 0,34 0,9961 ns

Sélidos totales (%) 4515a 4520 a 4519a 4498a 015 0,7144 ns

Proteina (%) 23,24 a 23,59 a 24,23 a 2348a 27 0,0951 ns

Grasa (%) 21,26 a 216a 22,26 a 22,22a 0,32 0,1062 ns

EE: Error estandar

Prob. >0,05: No existen diferencias significativas

Prob. <0,05: Existen diferencia significativas

Prob. <0,01: Existen diferencias altamente significativas
Fuente: INFOSTAT, 2022.

Realizado por: Guagrilla, Jefferson 2022.

3.1.1. pH

El valor del pH del queso mozzarella elaborado con diferentes niveles de aceite esencial de
orégano, no presentaron diferencias significativas entre las medias tomando valores entre 5,3 y

5,5 como se presenta en la tabla 1-3.

Estos resultados guardan relacién con los valores sefialados por (Tobar, 2012, pp.48-54), que indican
que el pH del queso mozzarella estdn entre de 5,49 y 5,79 de igual manera los valores se
encuentran dentro de los pardmetros establecidos por el (MERCOSUR, 1996, pp. 1-7), el cual establece

gue el pH del queso mozzarella debe situarse entre 5,0 y 6,0.

3.1.2. Acidez

En cuanto a la acidez del queso mozzarella elaborado con diferentes niveles de aceite esencial de
orégano, no presentaron diferencias significativas entre las medias registrando promedios de 25,

88y 25,98 ° D, como se muestra en tabla 1-3.

34



Con respecto a (Tobar, 2012, pp. 48-54), indica valores entre 24,5y 25 ° D para un queso mozzarella,
datos similares reporta (Gutiérrez, 2000, p. 90), que establece que la acidez de un queso mozzarella
oscilan entre 26 hasta 28 ° D, siendo este dato importante para determinar el grado de acidificacion

del queso.

3.2. Analisis proximal

3.2.1. Contenido de solidos totales

El contenido de solidos totales en el queso mozzarella elaborado con diferentes niveles de aceite
esencial de orégano, no presentaron diferencias significativas, hallando porcentajes que estan
entre 44,98 % para el T3 (0,6 %) y 45,15 % para el tratamiento control TO como se puede observar
en la tabla 1-3.

Estos valores se encuentran similares presentados por (Patifio, 2014, p.52) donde establece valores
de 42,40 % sefialando que el contenido de sélidos va acorde al contenido de humedad del queso
ya que este valor se lo obtiene de una diferenciacion de esta, la cual nos permite conocer el grado
de dilucién de los nutrimentos o componentes de la muestra. Sin embargo, estos valores se
encuentran bajo la (NTE INEN 82, 2011, pp.1-4), el cual establece que el contenido de sélidos debe

estar entre un 38 — 54 % por lo que el producto se encuentra bajo la normativa.

3.2.2. Contenido de proteina

El contenido de proteina del queso mozzarella, no present6 diferencias significativas entre los
tratamientos, registrando el mayor porcentaje al T2 (0,4 %) con 24,23 %, y el de menor contenido

de proteina fue el TO con un con un 23, 24 %, como muestra la tabla 1 -3.

Lo cual comparando los resultados obtenidos en la presente investigacion con el estudio de
(Serrano, 2017, p.82) el cual elabora queso mozzarella con distintos tipos de fermentacion, determind
valores de proteina entre 23, 8 % y 25, 2 %, de igual manera (Patifio, 2014, p.52) establece valores

entre 20,4 % y 21,41 %, resultados acorde a la presente investigacion.

3.2.3.Grasa

En cuanto al contenido de grasa del queso mozzarella, no presentaron diferencias significativas
entre los tratamientos, registrando valores entre 21,26 % y 22,26 %, siendo el T2 (0,4 %) el que

registra mayor contenido de grasa con un 22,26 %, como se muestra en el tabla 1-3.
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Con respecto a (Tobar, 2012, p. 48-54), determiné valores de grasa entre 21, 5 % y 23,5 %, mientras
gue (Sulieman et al., 2013: p.2), establecié un contenido de grasa entre 20, 3 % a 22,3 %, si bien los
valores, guardan relacién, la (NTE INEN 82, 2011, pp.1-4), establece que el contenido de grasa de un

gueso mozzarella no debe ser menor a 20 % por lo que el producto se encuentra bajo la normativa.

3.3. Microbioldgicos
3.3.1. Enterobacterias

Tabla 2-3: Efecto del aceite esencial de orégano como antimicrobiano en el queso mozzarella durante 21
dias.

) NIVELES DE ACEITE ESCENCIAL DE OREGANO
VARIABLE MICROBIOLOGICA

0% 0,2% 0,4% 0,6%
Enterobacterias dia 0 UFC.g* Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Enterobacterias dia 7 UFC.g™* 300 300 Ausencia Ausencia
Enterobacterias dia 14 UFC.g™* 700 600 300 Ausencia
Enterobacterias dia 21 UFC.g™! 1600 1100 900 600

Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.

Los resultados microbiol6gicos de Enterobacterias analizados en el queso mozzarella se pueden
observar en la tabla 2-3, en donde todos los tratamientos presentan ausencia de esta bacteria en
el queso mozzarella en el dia 0, posterior a esto en el dia 7 los tratamientos TO y T1 presentan
recuentos de 300 UFC.g%, mientras que el T2 muestra un recuento microbiolégico recién en el
dia 14 y el T3 recién en el dia 21; esto debiéndose a que segln (Asensio, 2013, pp.6-88), el aceite de
orégano tiene una fuerte actividad antibacteriana contra distintas especies pertenecientes a los
géneros Bacillus, Enterobacter, Proteus, Pseudomonas, Staphylococcus y Streptococcus; por lo

gue se puede corroborar con lo antes mencionado.

De la misma manera, los tratamientos T2 (0,4 %) y T3 (0,6 %), a medida que transcurren los dias
presenta un crecimiento lento; en dénde, se puede observar claramente que estos tratamientos en
comparacion al TO presenta un menor nimero de recuento de Enterobacterias. Atribuyéndose
esto a que el aceite de orégano debido a sus propiedades antimicrobianas y antioxidantes que
reduce la oxidacion e inhibe la proliferacion de microorganismos en alimentos como embutidos,

quesos, frutas, moluscos. (Shan et al., 2011: p.284-290)
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Periodo de evaluacién
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- Niveles de aceite de orégano 0% Niveles de aceite de orégano 0,2%
— Niveles de aceite de orégano 0,4% Niveles de aceite de orégano 0,6%

Graéfico 3-1. Evolucion de las Enterobacterias evaluadas en el queso mozzarella en

refrigeracién a través de los dias de almacenamiento.
Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.

En el grafico 3—1, se evidencia que en el dia 21 la mayor carga microbiana presenta el tratamiento
testigo TO (1600 UFC.g-1) y la menor carga microbiana fue el T3 (600 UFC.g-1), lo cual puede
justificarse; ya que el T3 presenta en su formulacion en nivel mas alto 0,6% de aceite esencial de
orégano, por ende, el crecimiento microbiano en el transcurso de los dias en el queso mozzarella
es minimo. Estudios realizados por (Vilela, 2019, pp.36-38), demuestran que, obtuvieron un recuento
microbioldgico de Enterobacterias en queso mozzarella de 16x10% UFC.g* valores altos a los
obtenidos en esta investigacion, siendo aceptable ya que no utilizaron en el queso ningln aceite

esencial como antimicrobiano.

Por otra parte, (Sanchez, et al., 2022, pp. 258 - 268) menciona que las bacterias Gram negativas son
menos sensibles a los compuestos antimicrobianos debidos en parte a la gran complejidad de su
pared celular, la cual estd compuesta por péptido glicano y una membrana externa constituida por
fosfolipidos, proteinas y lipo-polisacaridos. Por lo que en el dia 7, 14 y 21 los tratamientos T1,

T2 y T3 respectivamente, empiezan a mostrar recuentos microbiol6gicos.

De acuerdo con la (NTE INEN 82, 2011, pp.1-4), establece que el contenido maximo de
Enterobacterias en queso mozzarella es de 2x10 2 (nivel de buena calidad) a 1x10 3 (nivel
aceptable de calidad), en relacion con los datos obtenidos en la presente investigacion, los valores
del TOy T1 en el dia 21 se encuentran fuera del limite de vida Util, por lo que ya no es apto para
el consumo humano, mientras que los tratamientos T2 (0,4 %) y sobre todo el T3 (0,6 %) hasta el

dia 21 se encuentran dentro de los limites permisibles.
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3.3.2. E. coli

Tabla 3-3: Efecto del aceite esencial de orégano como antimicrobiano en el queso mozzarella durante 21
dias.

3 NIVELES DE ACEITE ESCENCIAL DE OREGANO
VARIABLE MICROBIOLOGICA

0% 0,2% 0,4% 0,6%
E. coli dia0 UFC.g* Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
E. colidia7 UFC.g*! Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
E. coli dia 14 UFC.g! Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
E. colidia 21 UFC.g*! Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.

En la tabla 3-3, se puede observar que todos los tratamientos presentan ausencia total de E. coli
durante el periodo de evaluacion, encontrandose dentro de los limites permisibles establecidos en
la (NTE INEN 82, 2011, pp.1-4), en donde el nivel maximo aceptable de esta bacteria en queso
mozzarella para el consumo humano es de 10 UFC.g™. De acuerdo con (Moreano, 2021, p. 61) €n su
investigacion reporté que los analisis microbioldgicos realizados en quesos frescos durante 3
semanas aproximadamente, sin adicion de aceite esencial, cumplen con el indice maximo
permisible del nivel de buena calidad, obteniendo valores menores a 10 UFC.g* de E. coli;

mientras, que en la presente investigacion se obtuvo ausencia total.

Segun (Asensio, 2013, p.6-88), informo que la actividad antimicrobiana del aceite esencial de orégano
mejora contra estas bacterias a concentraciones superiores a 0,10 %. De esta manera se establece
gue la adicion del 0,2; 0,4 y 0,6 % de aceite esencial de orégano incidié positivamente en el queso
mozzarella durante los 21 dias, previniendo la proliferacion de dicho microorganismo y alargando
su vida util.

3.3.3. Staphylococcus aureus

Tabla 4 - 3: Efecto del aceite esencial de orégano como antimicrobiano en el queso mozzarella durante 21
dias.

) NIVELES DE ACEITE ESCENCIAL DE OREGANO
VARIABLE MICROBIOLOGICA

0% 0,2% 0,4% 0,6%
Staphylococcus aureus dia 0 UFC.g! Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Staphylococcus aureus dia 7 UFC.g*t Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Staphylococcus aureus dia 14 UFC.g! 300 Ausencia Ausencia Ausencia
Staphylococcus aureus dia 21 UFC.g* 400 300 Ausencia Ausencia

Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.
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En latabla 4-3, se evidencia el efecto del aceite esencial de orégano en los tratamientos T2 (0,4 %)
y el T3 (0,6 %), ya que presentan ausencia total de Staphylococcus aureus durante todo el periodo
de evaluacion. Mientras que en los tratamientos TO y el T1 (0,2 %) en el dia 14 y 21

respectivamente, empieza la aparicion de esta bacteria, teniendo un mayor crecimiento en el TO.

Fundamentalmente se debe a que segun (Chapa, 2018, pp.38-41) la cantidad permitida de los
conservantes, no matan en general a los microorganismos, sino que solamente evitan en cierta
parte su proliferacion; mientras que los aceites esenciales como el de orégano usados como
antimicrobianos son compuestos que pueden retardar el crecimiento microbiano o inactivarlo
dependiendo de su concentracién de adicion, esto se debe a que atacan la pared celular, membrana
celular, enzimas metabolicas y sintesis de proteina, todos ellos son esenciales para el desarrollo
celular; por lo que si uno es atacado, la velocidad de crecimiento del microorganismo se ve

minimizada.
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== Niveles de aceite de orégano 0% Niveles de aceite de orégano 0,2%

- Niveles de aceite de orégano 0,4% Niveles de aceite de orégano 0,6%

Gréfico 2-3. Evolucion del Staphylococcus aureus evaluadas en el queso mozzarella

en refrigeracion a través de los dias de almacenamiento.

Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.

En el grafico 2-3, se visualiza el comportamiento de Staphylococcus aureus en cada uno de los
tratamientos en un periodo de 21 dias, en donde el recuento microbiol6gico més alto se encuentra
en el TO (400 UFC.g1) y el mas bajo en el T1 (300 UFC.g?); valores que se encuentra fuera de
los limites permisibles establecidos en la (NTE INEN 82, 2011, pp.1-4), por ende; el queso mozzarella
del tratamiento testigo ya no es apto para el consumo humano a partir del dia 14 y el queso del
T1 a partir del dia 21.
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Esto debido a que las bacterias Gram positivas son mas sensibles al efecto de los aceites esenciales
gue las Gram negativas. Esto puede ser explicado por el hecho de gue las bacterias Gram positivas
carecen de membrana externa y poseen una capa de mureina que no ofrece resistencia al paso de
sustancias, entonces los aceites esenciales pueden alcanzar facilmente la membrana
citoplasmaética en donde, probablemente, ejercen su accién alterando su estructura y en

consecuencia sus funciones (Sanchez et al., 2022: pp. 258-268).

3.3.4. Listeria monocytogenes

Tabla 5-3: Efecto del aceite esencial de orégano como antimicrobiano en el queso mozzarella durante 21
dias.

] NIVELES DE ACEITE ESCENCIAL DE OREGANO
VARIABLE MICROBIOLOGICA

0% 0,2% 0,4% 0,6%
Listeria monocytogenes dia 0 UFC.g™* Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Listeria monocytogenes dia 7 UFC.g™* Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Listeria monocytogenes dia 14 UFC.g™* Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Listeria monocytogenes dia 21 UFC.g* Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.

Durante los 21 dias de evaluacion, se puede visualizar en la tabla 5-3, que todos los tratamientos
presentan ausencia total de Listeria monocytogenes, cumpliendo con lo establecido por la (NTE
INEN 82, 2011, pp.1-4), donde menciona que debe existir ausencia total de esta bacteria en el queso

mozzarella, para determinarse apto para el consumo humano.

3.3.5. Salmonella

Tabla 6-3: Efecto del aceite esencial de orégano como antimicrobiano en el queso mozzarella durante 21
dias.

i NIVELES DE ACEITE ESCENCIAL DE OREGANO
VARIABLE MICROBIOLOGICA

0% 0,2% 0,4% 0,6%
Salmonella dia 0 UFC.g! Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Salmonella dia 7 UFC.g™* Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Salmonella dia 14 UFC.g* Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Salmonella dia 21 UFC.g* Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.

De la misma manera, se puede observar en la tabla 6-3, que todos los tratamientos durante los 21

dias de evaluacion presentan ausencia total de Salmonella, cumpliendo con lo establecido por la
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(NTE INEN 82, 2011, pp.1-4), donde menciona que debe existir ausencia total de esta bacteria en el

gueso mozzarella, para determinarse apto para el consumo humano.

Corroborando a lo que (Vilela, 2019, p.36-38) en su investigacion menciona; ya que en los quesos

mozzarellas analizados report6 ausencia total de Salmonella.

3.4.Sensorial

Los resultados del anélisis sensorial del queso mozzarella elaborado con diferentes niveles de
aceite esencial de orégano (0,2 %; 0,4 %; 0,6 %), se reporta en la tabla 7 — 3, donde se aprecia
todos los pardmetros analizados.

Tabla 7-3: Andlisis sensorial del queso mozzarella elaborado con diferentes niveles de aceite esencial de

orégano.
) Niveles
Paradmetros EE. Pro. Resultado

0% 0,2% 0,4% 0,6%

N. ° Observaciones 5 5 5 5
Color 3,5 3,7 ab 4,0b 39b 010 0,019 *x
Olor 34a 3,7 ab 4,0b 41b 015 0,0206 *
Sabor 33a 3,8ab 4,1b 43b 0,13 0,0004 wx
Textura 34a 34a 35a 36a 011 0,5101 ns

EE: Error estandar

Prob. >0,05: No existen diferencias significativas

Prob. <0,05: Existen diferencia significativas

Prob. <0,01: Existen diferencias altamente significativas
Fuente: INFOSTAT, 2022.

Realizado por: Guagrilla, Jefferson 2022.

3.4.1. Color

Los resultados en cuanto al color, se observa que presentaron diferencias altamente significativas
(p<0,01) entre los tratamientos como se puede observar en la tabla 7-3, obteniendo el mayor
puntaje el T2 (0,4 %) con 4,0/5 puntos, mientras que el T3 (0,6 %) se encuentra cercano con 3,9/5

puntos, los demas tratamientos obtuvieron puntajes bajos.
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Gréfico 3-2. Regresion en funcidn del color en los diferentes niveles de aceite

esencial de orégano en queso mozzarella.
Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.

En el analisis de regresion se puede observar en el grafico 3-3, una tendencia lineal positiva
altamente significativa (p<0,01), mostrando que a mayores niveles de aceite esencial de orégano

los puntajes con relacién al color ascienden 0,72 unidades desde el TO hasta el T3

respectivamente.

3.4.2. Olor

Los puntajes con respecto al olor del queso mozzarella elaborado con diferentes niveles de aceite
esencial de orégano presentan diferencias significativas (p < 0,01), entre los tratamientos, como
muestra la tabla 7-3, el queso mozzarella con mayor puntaje fue el T3 (0,6 %) con 4,1/5 puntos,
mostrando que a medida que se incrementa los niveles de aceite esencial de orégano se incrementa

el olor.

y = 3,466 + 1,17x

R2 = 39,2%
P =0,0018
5,0
45 ® H
540 L iy
O35 °
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0,0% 0,1% 0,2% 0,3% 0,4% 0,5% 0,6% 0,7%
Niveles de aceite de orégano (%)

Graéfico 4-3. Regresion en funcion del olor en los diferentes niveles de aceite
esencial de orégano en queso mozzarella.

Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.
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Como se observa en el grafico 4-3, el analisis de regresion presentd una tendencia lineal
significativa (p < 0,05), es decir que a medida que incrementan los niveles de aceite esencial de

orégano el olor se incrementa en 1,17 unidades desde el TO hasta el T3.

3.4.3. Sabor

Con respecto al sabor queso mozzarella elaborado con diferentes niveles de aceite esencial de
orégano, presentaron diferencias altamente significativas (p<0,01), entre los tratamientos,
presentado en la tabla 7-3, los catadores atribuyeron al T3 (0,6 %) con un puntaje de 4,30/ 5
puntos, mostrando que a medida que se incrementa los niveles de aceite esencial de orégano
incrementa el sabor, teniendo en cuenta que de acuerdo con (Chapa, 2018, pp.38-41), en queso fresco
el aceite esencial de orégano influye en el grado sensorial tanto en el olor como en el sabor con
concentraciones superiores a 0,6 %. De igual manera hace referencia (Avalos et al., 2021: pp. 6-15), ya
gue menciona que el grado de aceptabilidad en cuanto al color, olor y sabor de los quesos semi
madurados formulados con concentraciones superiores a 0.6% disminuye su aceptabilidad.

y = 3,403+1,64x
R2 =60 %
P =3,74E-05

2,5
0,0% 0,1% 0,2% 0,3% 0,4% 0,5% 0,6% 0,7%

Niveles de aceite de orégano (%)

Graéfico 5-3. Regresion en funcidn del sabor en los diferentes niveles de aceite

esencial de orégano en queso mozzarella.
Realizado por: Guagrilla, Jefferson, 2022.

En el grafico 5-3, el andlisis de regresion indica una tendencia lineal altamente significativa
(p<0,01), lo cual indica que a mayor nivel de aceite esencial de orégano el sabor se incrementa en
1,64 unidades desde el TO hasta el T3.
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3.4.4. Textura

En la textura del queso mozzarella elaborado con diferentes niveles de aceite esencial de queso
mozzarella no presentaron diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos, mostrados
en la tabla 7-3, los catadores dieron una mayor preferencia por el T3 (0,6 %) quien recibi6 una
calificacién alta de 3,6/5 puntos. La textura del queso mozzarella se categoriz6 por tener una
consistencia blanda de buena aceptacion.

Esto indica que el producto elaborado con diferentes niveles de aceite esencial de orégano no
afecto la textura.
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CONCLUSIONES

Se adquirid el aceite esencial de orégano (Orégano NAT ID 300480) en la empresa AROMALAB
con las siguientes caracteristicas: densidad 0,973 g/cm?; pH 6 y grados alcohélicos 20 ° C 43 GL,

lo cual fue eficaz para evaluar la capacidad antimicrobiana en el queso mozzarella.

La concentracion AEO mas efectiva fue 0.6 % porque presentd ausencia de Enterobacterias hasta
el dia 14, sin embargo, en Staphylococcus aureus mostré efectividad durante todo el periodo de
evaluacion, demostrando que el aceite esencial de orégano puede ser usado como conservante

natural para inhibir el crecimiento bacteriano en el producto.

En cuanto a los analisis fisico—quimicos en el queso mozzarella, el aceite esencial de orégano no
influy6 en ninguno de los tratamientos y con respecto a la evaluacion sensorial el AEO influye en
las caracteristicas sensoriales como el olor y sabor del producto, debido a que los quesos con
concentraciones superiores a 0,6 % descienden su aceptabilidad.
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RECOMENDACIONES

Desde el punto de vista microbiolégico y organoléptico se puede utilizar concentraciones hasta el
0,6 % de aceite esencial de orégano, puesto que con este nivel se controla en buena medida el
crecimiento bacteriano no deseado, pero a mayores concentraciones tienden a descender de forma

negativa las caracteristicas organolépticas del producto.
Se recomienda el consumo del queso mozzarella sin ninguna adicién de conservantes hasta el dia
14, debido a que a partir de este tiempo excede la normativa, sin embargo, con la adicion del

aceite esencial de orégano lo hace apto para el consumo hasta el dia 21.

Realizar otros estudios con respecto al uso del aceite esencial de orégano como conservante

natural en alimentos.
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ANEXOS

ANEXO A: REQUISITOS MICROBIOLOGICOS PARA EL QUESO MOZZARELLA.

Requisito n M M c Método de ensayo
Enterobacteriaceas, UFC/g 5 2x10? 103 1 NTE INEN 1529-13
Escherichia coli, UFC/g 5 <10 10 1 NTE INEN 1 529-8
Staphylococcus aureus UFC/g 5 10 102 1 NTE INEN 1529-14
Listeria monocytogenes /25 g 5 ausencia - 0 1ISO 11290-1
Salmonella en 25¢g 5 ausencia ausencia 0 NTE INEN 1529-15

Donde:
n = Nlmero de muestras a examinar.

m= [ndice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad.
M = Indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad.

¢ = NUmero de muestras permisibles con resultados entre my M.

ANEXO B: BOLETA DE EVALUACION SENSORIAL DEL QUESO MOZZARELLA.

Codigo: .

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS
CARRERA DE INGENIERIA EN INDUSTRIAS PECUARIAS
EVALUACION DE ACEPTABILIDAD DEL QUESO MOZZARELLA

Fecha: ............

INSTRUCCIONES

de la muestra de evaluacion del producto

Frente a usted dispone de 4 muestras diferentes de queso mozzarella. Por favor, observe y pruebe cada
una de ellas, de izquierda a derecha. Indique el grado en que le gusta cada atributo de cada muestra de

acuerdo con el puntaje de cada categoria, escribiendo el nimero correspondiente en la linea del codigo

Puntaje Categoria
1 Me disgusta mucho
2 Me disgusta
3 Ni me gusta ni me disgusta
4 Me gusta
5 Me gusta mucho
Cdbdigo Textura Color Olor Sabor
Al
Bl
A2
B2

Observaciones:

ANEXO C: FICHA TECNICA DEL ACEITE ESENCIAL (AROMALAB).
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ANEXO D: ESTADISTICA DEL PH DEL QUESO MOZZARELLA.

Resultados experimentales

Repeticiones PROMEDIO
Niveles de aceite de orégano % | 1 11 v \Y

0% 55 54 54 53 54 54
0,2% 55 55 54 5,6 55 55
0,4% 55 55 55 54 51 54
0,6% 54 55 55 5,0 51 53

Promedio 5,4
Coeficiente de variacion 2,85

Andlisis de la Varianza



Variable N R2 R2Aj Ccv
pH 20 0,21 0,06 2,85

Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. sC gl CM F p-valor
Niveles de aceite de orégano 0,10 3 0,03 1,40 0,2782
Error 0,38 16 0,02
Total 0,48 19

CUADRO DE MEDIAS Y ASIGNACION DE RANGOS DE ACUERDO CON LA PRUEBA DE
TUKEY

Niveles de aceite de orégano Medias n E.E.
0% 5,4 5 0,07 A
0,2% 55 5 0,07 A
0,4% 54 5 0,07 A
0,6% 5,3 5 0,07 A
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
ANEXO E: ESTADISTICA DE LA ACIDEZ DEL QUESO MOZZARELLA.
Repeticiones PROMEDI
Niveles de aceite de orégano % [ 1 i v \ O
0% 25 27 26 25,8 25,6 25,88
0,2% 25 26 27 257 26,1 25,96
0,4% 25 26 27 26,2 25,3 25,90
0,6% 27 26 25 254 25,7 25,82
Promedio 25,89
Coeficiente de variacion 2,94
Analisis de la Varianza
Variable N R? R2Aj cv
Acidez 20 3,60E-03 0 2,94
Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo 111)
F.V. SC gl CM F p-valor
Niveles de aceite de orégano 0,03 3 0,01 0,02 0,9961
Error 9,31 16 0,58
Total 9,34 19

CUADRO DE MEDIAS Y ASIGNACION DE RANGOS DE ACUERDO CON LA PRUEBA DE
TUKEY

Niveles de aceite de orégano Medias n E.E.




0% 25,88

0,2% 25,96
0,4% 25,90
0,6% 25,98

5
5
5

5

0,34
0,34
0,34
0,34

> > > >

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO F: ESTADISTICA DE LOS SOLIDOS TOTALES DEL QUESO MOZZARELLA.

Repeticiones

PROMEDIO
Niveles de aceite de orégano % [ 1 v \Y
0% 45,2056 45,2399 45,2191 45,2099 44,8987 4515
0.2% 455315 457407 44,3453 452132 45,1797 45,20
0,4% 45,3262 44,8655 45,2743 45,1567 45,3197 45,19
0,6% 45,3799 44,9574 44,5837 45,276 44,701 44,98
Promedio 45,13
Coeficiente de variacion 0,75
Andlisis de la Varianza
Variable N R? RZAj cv
Sélidos totales % 20 0,08 0 0,75
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. sC gl CM F p-valor
Niveles de aceite de orégano 0,16 3 0,05 0,46 0,7144
Error 1,85 16 0,10
Total 2,01 19

CUADRO DE MEDIAS Y ASIGNACION DE RANGOS DE ACUERDO CON LA PRUEBA DE

TUKEY
Niveles de aceite de orégano Medias n E.E.
0% 45,15 5 0,15 A
0,2% 45,20 5 0,15 A
0,4% 45,19 5 0,15 A
0,6% 44,98 5 0,15 A
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
ANEXO G: ESTADISTICA DE PROTEINA DEL QUESO MOZZARELLA.
Niveles de aceite de orégano Repeticiones PROMEDIO

% | 1 11

v



0% 23,00 23,64 22,35 23,59 23,62 23,24

0,2% 23,08 24,65 23,03 23,08 24,10 23,59
0,4% 24,41 24,94 23,53 23,98 24,31 24,23
0,6% 23,93 22,56 23,63 23,76 23,51 23,48
Promedio 23,64
Coeficiente de variacion 2,53

Analisis de la VVarianza

Variable N R2 R2Aj CVv
Proteina % 20 0,32 0,19 2,53

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Niveles de aceite de orégano 2,71 3 0,9 2,52 0,0951
Error 5,74 16 0,36
Total 8,45 19

CUADRO DE MEDIAS Y ASIGNACION DE RANGOS DE ACUERDO CON LA PRUEBA DE
TUKEY

Niveles de aceite de orégano Medias n E.E.
0% 23,24 5 0,27 A
0,2% 23,59 5 0,27 A
0,4% 24,23 5 0,27 A
0,6% 23,48 5 0,27 A
Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
ANEXO H: ESTADISTICA DE GRASA DEL QUESO MOZZARELLA.
Niveles de aceite de orégano Repeticiones PROMEDIO
% | 1 11 v V
0% 20,0 22,0 21,0 21,2 22,1 21,26
0,2% 21,0 22,0 22,5 21,3 21,2 21,60
0,4% 23,0 22,5 22,0 21,8 22,0 22,26
0,6% 21,0 23,0 22,5 22,7 21,9 22,22
Promedio 21,84
Coeficiente de variacion 3,23
Andlisis de la Varianza
Variable N R? R2Aj Cv
Grasa % 20 0,31 0,18 3,23
Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor
Niveles de aceite de orégano 3,57 3 1,19 2,40 0,1062

Error 7,95 16 0,50



Total 11,53 19

CUADRO DE MEDIAS Y ASIGNACION DE RANGOS DE ACUERDO CON LA PRUEBA DE
TUKEY

Niveles de aceite de orégano Medias n E.E.
0% 21,26 5 0,32 A
0,2% 21,60 5 0,32 A
0,4% 22,26 5 0,32 A
0,6% 22,22 5 0,32 A
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
ANEXO I: ESTADISTICA DEL COLOR DEL QUESO MOZZARELLA.
Niveles de aceite de orégano Repeticiones PROMEDIO
% | 11 11 [\ \Y/
0% 3,5 3.4 3,5 3,5 3,6 3,5
0,2% 3,6 3,8 3,6 3,7 3,9 3,7
0,4% 3,6 4,3 3,7 4,3 3,9 4,0
0,6% 4,0 4,1 3,8 3,5 4,1 3,9
Promedio 3,8
Coeficiente de variacion 5,86
Analisis de la Varianza
Variable N R? R2Aj CV
Color 20 0,45 0,35 5,86
Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor
Niveles de aceite de orégano 0,64 3 0,21 4,39 0,0196
Error 0,78 16 0,05
Total 1,42 19

CUADRO DE MEDIAS Y ASIGNACION DE RANGOS DE ACUERDO CON LA PRUEBA DE
TUKEY

Niveles de aceite de orégano Medias n E.E.
0% 35 5 0,10 A
0,2% 3,7 5 0,10 A B
0,4% 4,0 5 0,10 B
0,6% 3,9 5 0,10 B
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
ANEXO J: ESTADISTICA DEL SABOR DEL QUESO MOZZARELLA.
Niveles de aceite de orégano Repeticiones PROMEDIO

% | 1 11 v
0% 3,2 3,5 3,2 3,0 3,6 3,3




0,2% 3,6 3,7 3,9 4,1 3,9 3,8

0,4% 3,6 45 4,2 3,8 4,5 4,1
0,6% 4,0 4,7 4,3 4,0 4,5 4,3
Promedio 3,9
Coeficiente de variacion 7,71

Analisis de la Varianza

Variable N R2 R2Aj CVv
Sabor 20 0,66 0,6 7,71

Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Niveles de aceite de orégano 2,86 3 0,95 10,59 0,0004
Error 1,44 16 0,09
Total 4,30 19

CUADRO DE MEDIAS Y ASIGNACION DE RANGOS DE ACUERDO CON LA PRUEBA DE
TUKEY

Niveles de aceite de orégano Medias n E.E.
0% 3,3 5 0,13 A
0,2% 3,8 5 0,13 A B
0,4% 4,1 5 0,13 B
0,6% 4,3 5 0,13 B
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
ANEXO K: ESTADISTICA DEL OLOR DEL QUESO MOZZARELLA.
Niveles de aceite de orégano Repeticiones PROMEDIO
% | 11 11 (\4 V
0% 33 3,5 34 3,3 3,6 3,4
0,2% 35 3,6 40 3,9 3,5 3,7
0,4% 3,8 41 3,7 4,6 40 4,0
0,6% 3,8 45 3,5 3,9 47 4,1
Promedio 3,81
Coeficiente de variacion 8,77
Analisis de la Varianza
Variable N R2 R2Aj Ccv
Olor 20 0,45 0,34 8,77
Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo 111)
F.V. SC gl CM F p-valor
Niveles de aceite de orégano 1,45 3 0,48 4,33 0,0206

Error 1,79 16 0,11
Total 3,24 19




CUADRO DE MEDIAS Y ASIGNACION DE RANGOS DE ACUERDO CON LA PRUEBA DE
TUKEY

Niveles de aceite de orégano Medias n E.E.
0% 34 5 0,15 A
0,2% 3,7 5 0,15 A B
0,4% 4,0 5 0,15 B
0,6% 4,1 5 0,15 B
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
ANEXO L: ESTADISTICA DE LA TEXTURA DEL QUESO MOZZARELLA.
Niveles de aceite de orégano Repeticiones PROMEDIO
% | 1 i [\
0% 34 34 3,8 3,2 33 3,4
0,2% 3,4 35 34 3,7 3,1 34
0,4% 3,7 35 3,7 3,8 3,0 35
0,6% 39 3.7 35 3,6 34 3,6
Promedio 3,5
Coeficiente de variacion 6,98
Analisis de la Varianza
Variable N R2 R2Aj CcVv
Textura 20 0,13 0 6,98
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11I)
F.V. SC gl CM F p-valor
Niveles de aceite de orégano 0,14 3 0,05 0,80 0,5101
Error 0,96 16 0,06
Total 1,10 19

CUADRO DE MEDIAS Y ASIGNACION DE RANGOS DE ACUERDO CON LA PRUEBA DE
TUKEY

Niveles de aceite de orégano Medias n E.E.
0% 3,4 5 0,11 A
0,2% 3,4 5 0,11 A
0,4% 3,5 5 0,11 A
0,6% 3,6 5 0,11 A

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO M: RESULTADOS MICROBIOLOGICOS DE S. AUREUS DEL QUESO
MOZZARELLA.

3 NIVELES DE ACEITE ESCENCIAL DE OREGANO
VARIABLES MICROBIOLOGICAS

0% 0,2% 0,4% 0,6%

Staphylococcus aureus dia 0 UFC.g! Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

Staphylococcus aureus dia 7 UFC.g*t Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia



Staphylococcus aureus dia 14 UFC.g™* 300
Staphylococcus aureus dia 21 UFC.g*! 400

Ausencia
300

Ausencia

Ausencia

Ausencia

Ausencia

ANEXO N: RESULTADOS MICROBIOLOGICOS DE ENTEROBACTERIAS DEL QUESO

MOZZARELLA.

NIVELES DE ACEITE ESCENCIAL DE OREGANO

VARIABLES MICROBIOLOGICAS

0% 0,2% 0,4% 0,6%
Enterobacterias dia 0 UFC.g! Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Enterobacterias dia 7 UFC.g™* 300 300 Ausencia Ausencia
Enterobacterias dia 14 UFC.g*! 700 600 300 Ausencia
Enterobacterias dia 21 UFC.g! 1600 1100 900 600

ANEXO O: RESULTADOS MICROBIOLOGICOS DE E. COLI

MOZZARELLA.

EN EL QUESO

NIVELES DE ACEITE ESCENCIAL DE OREGANO

VARIABLES MICROBIOLOGICAS

0% 0,2% 0,4% 0,6%
E. coli dia 0 UFC.g* Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
E. coli dia 7 UFC.g* Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
E. coli dia 14 UFC.g* Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
E. coli dia 21 UFC.g! Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

ANEXO P: RESULTADOS MICROBIOLOGICOS DE L. MONOCYTOGENES EN EL

QUESO MOZZARELLA.

NIVELES DE ACEITE ESCENCIAL DE OREGANO

VARIABLES MICROBIOLOGICAS

0% 0,2% 0,4% 0,6%
Listeria monocytogenes dia 0 UFC.g™* Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Listeria monocytogenes dia 7 UFC.g™* Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Listeria monocytogenes dia 14 UFC.g™* Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Listeria monocytogenes dia 21 UFC.g™* Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

ANEXO Q: RESULTADOS MICROBIOLOGICOS DE SALMONELLA EN EL QUESO

MOZZARELLA.

NIVELES DE ACEITE ESCENCIAL DE OREGANO

VARIABLES MICROBIOLOGICAS

0% 0,2% 0,4% 0,6%
Salmonella dia 0 UFC.g™* Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Salmonella dia 7 UFC.g™* Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia



Salmonella dia 14 UFC.g* Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

Salmonella dia 21 UFC.g* Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

ANEXO R: ELABORACION DEL QUESO MOZZARELLA.




EMPACADORA
AL VACIO

Fuente: Guagrilla, Jefferson, 2022.

ANEXO S: ANALISIS FISICO - QUIMICO DEL QUESO MOZZARELLA.



PRUEBAS DE PH

o

Funte: Guagrilla, Jffeson,022.
PRUEBAS DE ACIDEZ

Fuente: Guagrilla, Jefferson, 2022.

ANALISIS DE HUMEDAD

Fuente: Guagrilla, Jefferson, 2022.

ANALISIS DE SOLIDOS TOTALES



Fuente: Guagrilla, Jefferson, 2022.

ANALISIS DE GRASA

Fuente: Guagrilla, Jefferson, 2022.



ANEXO T: ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL QUESO MOZZARELLA.

Fuente: Guagrilla, Jefferson, 2022.

CONTEO MICROBIOLOGICO

Fuente: Guagrilla, Jefferson, 2022.

CONTEO MICROBIOLOGICO



Fuente: Guagrilla, Jefferson, 2022.

ANEXO U: TINCION DE GRAM.




Fuente: Guagrilla, Jefferson, 2022.

ANEXO V: PRUEBA SENSORIAL EN EL QUESO MOZZARELLA.

2022.

Fuente: Guagrilla, Jefferson,
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