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RESUMEN

En la presente investigacion se tuvo como objetivo conocer la actividad antimicrobiana del
aceite esencial de orégano (Origanum vulgare L.) sobre Listeria monocytoges en queso
fresco, para lo cual se evalud la capacidad de inhibiciébn microbiana in vitro de 12
concentraciones de aceite esencial (0,2, 0,5,0,8,1,0,1,2,1,4, 1,6, 1,8, 2,0, 2,2, 2,4y 2,6 %)
en cepas de L. monocytogenes, utilizando la técnica de difusion en agar con diluciones. Con
la mejor concentracion se elabord queso fresco y evalud el efecto inhibitorio de la bacteria
por 20 dias a 4 °C; también, se realiz6 una evaluacion sensorial (color, olor y sabor) a quesos
elaborados con concentraciones menores a 1 %. La concentracion minima inhibitoria in vitro
fue de 0,8 % vy al evaluarlo en queso fresco, su capacidad de inhibicion microbiana fue
superior al efecto del sorbato de potasio (4,55 Log UFC/gramo frente a 5,35 Log
UFC/gramo). Asimismo las concentraciones menores a 0,6 % de aceite esencial de orégano
en quesos fueron mas aceptadas por los panelistas. Los resultados obtenidos sugieren una
posible aplicacion del aceite esencial de orégano, para prevenir la contaminacion por L.

monocytogenes Y el deterioro del queso fresco debido al crecimiento del microorganismo.

Palabras clave: actividad biocida, CMI, listeriosis.
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ABSTRACT

The objective of the present investigation was to determine the antimicrobial activity of the
essential oil of oregano (Origanum vulgare L.) on Listeria monocytoges in fresh cheese, for
which the capacity of microbial inhibition in vitro of 12 concentrations of essential oil was
evaluated (0.2, 0.5, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8, 2.0, 2.2, 2.4 and 2.6 %) in strains of L.
monocytogenes, using the agar diffusion technique with dilutions. With the best
concentration fresh cheese was elaborated and evaluated the inhibitory effect of the
bacterium for 20 days at 4 ° C; Also, a sensory evaluation (color, smell and taste) was carried
out on cheeses made with concentrations lower than 1 %. The minimum inhibitory
concentration in vitro was 0.8 % and when evaluated in fresh cheese, its capacity for
microbial inhibition was superior to the effect of potassium sorbate (4.55 Log CFU / gram
vs. 5.35 Log CFU / gram). Likewise, concentrations lower than 0.6 % of oregano essential
oil in cheeses were more accepted by the panelists. The results obtained suggest a possible
application of the essential oil of oregano, to prevent contamination by L. monocytogenes

and the deterioration of fresh cheese due to the growth of the microorganism.

Keywords: biocidal activity, MIC, listeriosis.
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l. INTRODUCCION

La contaminacion de los alimentos trae como consecuencia enfermedades que constituyen
un problema mundial, debido que son una importante causa de mortalidad de las personas;
ademas genera pérdidas elevadas en las industrias porque la produccion industrial de

alimentos es un proceso que se desarrolla a gran escala (Orberd, 2004).

La primera estimacion de la carga mundial de las enfermedades de transmision alimentaria
muestra que casi 1 de cada 10 personas enferman cada afio al ingerir alimentos contaminados
y 420 000 mueren como consecuencia de estas enfermedades. Las regiones de Africa y Asia
Sudoriental tienen la carga mas alta de ETA (Organizacion Mundial de la Salud, 2016). En
el Pert durante el afio 2014 se informaron y estudiaron un total de 61 brotes de ETA y hasta
el Il trimestre del 2015 se han notificado 27 brotes de ETA, 52 % menor a lo reportado al
mismo periodo en el 2014, siendo el departamento de Lima el que reporta el mayor nimero
de brotes de ETA (Ministerio De Salud, 2015).

La bacteria Listeria monocytogenes es el agente causal de listeriosis, una enfermedad que se
transmite a través de los alimentos y que, en ocasiones, puede ser dificil de controlar. Segln
un estudio realizado por expertos europeos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
en el 2010 la L. monocytogenes causd una infeccion en todo el mundo a unas 23 150
personas, de las cuales murieron 5 463. Concluyeron que el 20,7 % de las personas que
enfermaron fueron mujeres embarazadas, uno de los sectores de poblacion mas afectados
por la bacteria, otros grupos especialmente sensibles a las infecciones por este patégeno son
las personas inmunodeprimidas, ancianos y nifios. Segun los expertos, y a pesar de que esta
bacteria no es tan comun y habitual como otros agentes patdgenos transmitidos por
alimentos, como Salmonella o Escherichia coli, si es una de las més letales y adaptables que
se encuentran en los alimentos (Chavarrias, 2014).

El queso fresco por sus caracteristicas fisicoquimicas que presenta, es un alimento
susceptible a contaminacion por microorganismos. En un estudio realizado en quesos
artesanales se encontro la presencia de 21,4 % de L. monocytogenes y 78,6 % de otro
microorganismos como Enterococcus spp. y Bacillus spp., representando esto un riesgo

potencial para la poblacién consumidora (Espinoza, De la Torre, Salinas, & Sanchez, 2004).



Actualmente se conocen muchas técnicas para el control e inhibicion de microorganismos
con el fin de preservar los alimentos, una de estas es el tratamiento térmico; sin embargo
existen microorganismo que resisten a altas temperaturas. Por otro lado la adicion de
sustancias de origen natural proveen a los alimentos calidad sensorial y microbiolodgica,
permitiendo sustituir los aditivos quimicos, que han sido catalogadas desde hace varios afios
como los grandes actores en la causa de las enfermedades modernas (Rios & Recio, 2005).

Los aceites esenciales son conocidos porque sus compuestos fendlicos con considerados
como posibles antioxidantes, agentes antiflngicos y antibacteriales, acaricidas, analgésicos,
antiespasmadicos, insecticidas, larvicidas, pesticidas y vermicidas (Duke, 2002).

Con el conocimiento de lo presentado en los parrafos anteriores surgio la inquietud de
plantear una alternativa que contribuya de alguna manera a mejorar la calidad e inocuidad
de los alimentos y es por eso, que se investigd la capacidad inhibitoria que posee el aceite
esencial de orégano sobre cepas de L. monocytogenes a concentraciones determinadas; con
el fin de utilizarlo como aditivo natural en la elaboracidn de queso fresco, contribuyendo de

esta manera al desarrollo industrial.
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2.1.

2.2.

Il. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare L.)

sobre Listeria monocytogenes en queso fresco.

Objetivos especificos

Determinar la menor concentracion inhibitoria in-vitro, del aceite esencial de orégano sobre

Listeria monocytogenes.

Evaluar al mejor tratamiento como inhibidor de Listeria monocytogenes en queso fresco

18



I1l.  MARCO TEORICO

3.1. Antecedentes de la investigacion

Asensio (2013) demostro en su investigacion que todos los aceites esenciales de orégano
presentan actividad antimicrobiana, ya sea ésta bacteriostatica o bactericida. El potencial
antimicrobiano de estos aceites se debe principalmente a la accion individual o sinérgica de
sus componentes sobre la integridad celular de los microorganismos, siendo esto de gran
importancia para su aplicacion como antimicrobiano en las tecnologias de elaboracion y

conservacion de alimentos (Gomez & Lopez, 2009).

Albado, Saez y Gabriel (2001) afirman que el aceite esencial del orégano posee efecto
antimicrobiano frente a bacterias gram-positivas como Staphylococcus aureus y Bacillus
cereus y sobre bacterias gram-negativas. Del mismo modo Solis (2012) demostré que el

aceite esencial de orégano presenta efecto antibacteriano minimo sobre Salmonella spp.

En estudios donde se evaluaron las diferentes concentraciones del aceite esencial de orégano
frente a 71 bacterias aisladas de leche, el aceite de orégano resulté més eficaz para E. coli con

0,35 % de concentracion bactericida minima (Bastos et al., 2011).

Rodriguez y Salazar (2016) argumentan que los aceites esenciales encapsulados
(nanoparticulas) de orégano, timol y carvacrol presentaron una buena inhibicion sobre las

cepas de S. aureus y L. innocua a una concentracion de 0,25 %.

En la investigacion donde evaluaron el efecto del aceite esencial de romero (Rosmarinus
officinalis L.) contra bacterias gram-positivas, encontraron que fue activo sobre L.
monocytogenes a una concentracion minima inhibitoria de 0,1024 % (Castafio, G, Zapata, &
Jiménez, 2010).

Por otro lado Morales (2015) demostr6 que el efecto antimicrobiano del aceite esencial de
tomillo (Thymus vulgaris) sobre L. monocytogenes, se determind a una concentracion no
menor de 1,6 %. Donde se pudo observar que el queso Ricotta con aceite esencial presenta
inhibicion en el recuento de Listeria, pasando de 7,18 Log UFC/gramo a 4,95 Log
UFC/gramo en 48 horas de evaluacion, comportamiento que continud durante 14 dias de
prueba, mostrando actividad biocida hasta alcanzar valores 3,70 Log UFC/gramo

representando una disminucion del 48,46 %.
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3.2. Bases tedricas

3.2.1. Enfermedades transmitidas por alimentos

Son las enfermedades que se originan por la ingesta de alimentos infectados con agentes
contaminantes en cantidades suficientes como para afectar la salud del consumidor. La
contaminacion puede deberse a la deficiencia en el proceso de elaboracion, manipulacion,
conservacion, transporte o comercializacion de alimentos; estos alimentos contaminados
pueden ocasionar dolencias provocadas por patdgenos tales como bacterias, virus, hongos,

parasitos (Orberd, 2004). Las enfermedades puede manifestarse a través de:

v" Infecciones: se debe a la ingesta de alimentos que contienen microorganismos
perjudiciales, asi tenemos por ejemplo: salmonelosis, listeriosis, hepatitis viral A.
v'Intoxicaciones: se produce de la ingesta de alimentos con productos metabolicos de
microorganismos, 0 de sustancias quimicas incorporadas a aquellos de modo
accidental. Por ejemplo: botulismo, estafilocdcica o toxinas por hongos.

v Toxi-Infecciones: ocasionado por la ingestién de alimentos con una cantidad de
microorganismo causante de enfermedades, los cuales son capaces de producir o

liberar toxinas una vez que son ingeridos. Por ejemplo: célera.

Alimentos con caracteristicas fisicoquimicas como pH cercano a la neutralidad, actividad de
agua superior a 0,92 y alto contenido de proteinas y grasas, permiten que su superficie se
contamine con diversos microorganismos, donde se incluyen los patdégenos como

Salmonella spp., L. monocytogenes y S. aureus.

L. monocytogenes es una bacteria Gram-positiva, aerobia o anaerobia facultativa, movil, no
esporulado, capaz de sobrevivir a temperaturas extremas entre 1 °C y 45 °C con un éptimo a
37 °C, lo cual lo diferencia de otras bacterias patdgenas como Salmonella o S. aureus, que
son inhibidas en su crecimiento a bajas temperaturas. En cuanto al pH, desarrolla en un rango
entre 4,4 y 9,4; crece en presencia de un 10 % de NaCl y sobrevive a un 16 a 20 % (Mercado
& Llenque, 2012). Esta bacteria es uno de los patdgenos mas importante de origen
alimentario, dado que resiste a esas diversas condiciones, ademas se encuentra ampliamente
distribuido en la naturaleza y, es causante de la listeriosis (Espinoza, De La Torre, Salinas,
& Sanchez, 2004).
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3.2.2.

3.2.1.1. Sintomas de la Listeriosis

Los adultos con listeriosis se presentan con mayor frecuencia con meningitis,
meningoencefalitis o sepsis. Los sindromes adicionales incluyen abscesos del
cerebro y médula espinal, endocarditis, endoftalmitis, osteomielitis y artritis séptica.
La fiebre, la ataxia, las convulsiones, la conciencia deprimida y el estado mental
alterado son sintomas frecuentes de presentacion de listeriosis del sistema nervioso

central.

En la mujer embarazada la listeriosis se presenta como un sindrome febril banal
aunque puede causar abortos, partos prematuros y muertes fetales in Gtero. En el
recién nacido, esta bacteria provoca una infeccion diseminada, a menudo asociada a
meningitis (Schuchat, Swaminathan, & Broome, 1991). Estos autores también
mencionan que el intervalo entre comer un alimento contaminado y el inicio de los
sintomas parece ser mucho mas prolongado para la listeriosis que para otras
enfermedades transmitidas por los alimentos, que generalmente causan sintomas

desde horas hasta algunos dias después de la exposicion a alimentos contaminados.

Metodos de prevencion de enfermedades transmitidas por alimentos

Dentro de los métodos de control para proporcionar inocuidad a los alimentos
tenemos: los tratamientos térmicos, el almacenamiento a bajas temperaturas, el uso
de conservantes quimicos y la tendencia que aungue no es nueva es de gran

aceptacion actual hacia el uso de conservantes naturales.

3.2.2.1. Tratamiento térmico

Se suelen englobar todos los procedimientos que tienen entre sus fines la destruccion
de los microorganismos por el calor. Los tratamientos térmicos mas usados en la
actualidad son la pasteurizacién y la esterilizacion, cuya finalidad principal es la

destruccion microbiana (Juliarena & Gratton, 2016).
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3.2.3.

3.2.4.

3.2.2.2. Conservantes quimicos

En esta categoria de conservantes destacan los siguientes: benzoatos, parabenos,
propionatos, acetatos, sorbatos, sulfitos, nitritos, nitratos, antibioticos. Las
condiciones de uso de los conservantes estan reglamentadas estrictamente en todos
los paises del mundo, es decir existen limites de las cantidades de conservantes que
se pueden afadir; los conservantes alimentarios, a las concentraciones autorizadas,
no matan en general a los microorganismos, sino que solamente evitan su

proliferacion (Rodriguez, 2011).
3.2.2.3. Conservacion con sustancias naturales

Las sustancias de esencias naturales, se han utilizado desde épocas antiguas, como
sustancias arométicas y como conservantes. Los compuestos presentes en muchas
hierbas y especies poseen actividad antimicrobiana por ser derivados simples y

complejos del fenol; los cuales son volatiles (Rios & Recio, 2005).

Aceites esenciales

Los aceites esenciales son liquidos aceitosos obtenidos a partir de una materia prima
vegetal, son mezclas complejas de ésteres, aldehidos, cetonas y terpenos. Ademas
son compuestos olorosos, muy solubles en alcohol y poco solubles en agua. Los
aceites esenciales derivados de plantas son conocidos por su actividad antimicrobiana
contra un amplio rango de bacterias y hongos (Garcia , Ortega, Martinez, & Castro,
2010).

Métodos de extraccion de aceites esenciales

Segun la variedad del material vegetal, parte de la planta a emplear y estabilidad del
aceite esencial que se pretenda obtener, se emplean diversos procedimientos fisicos
y quimicos de extraccién, donde su correcta aplicacién sera lo que determine la
calidad del producto final (Servicio Nacional de Aprendizaje, sf). En la Tabla 1, se

puede observar diferentes métodos para extraer aceites esenciales.
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3.2.5.

Tabla 1. Métodos de extraccion de aceites esenciales

Tipo de Método Procedimiento Productos obtenidos
Métodos directos Extrusion Aceites esenciales
citricos
Exhudacion Gomas, resinas,
balsamos
Destilacion Directa

Arrastre con vapor de Aceites esenciales y

agua aguas aromaticas

Destilacion-maceracion

Infusiones y resinoides

Solventes volatiles alcohdlicos
Extraccion con Concretos y absolutos
solvente Solventes fijos (grasas y Absolutos de pomadas
aceites) Absolutos de
enflorados

Extraccion con fluidos en estado supercritico

Fuente: (Servicio Nacional de Aprendizaje, sf)

Concentraciones o diluciones minimas para evaluar el efecto biocida

de los aceites esenciales

Para poder evaluar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales sobre
microorganismos patogenos, se aplican convencionalmente dos técnicas basicas: el
método de difusion en agar (pozo o disco de papel) y el método de dilucion (agar o
caldo liquido). Las pruebas y evaluacion de la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales son dificiles debido a su volatilidad, insolubilidad en agua y complejidad
(Kalemba & Kunicka, 2003).

3.25.1. Meétodo de difusion en agar

El método permite cuantificar el grado de inhibicion para el crecimiento de los

microorganismos Yy posiblemente cambios en su morfologia de una manera simple.
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3.2.6.

En cajas de Petri con agar se inocula la especie a evaluar; existen dos métodos
posibles para la incorporacion del aceite esencial que son: en un disco de papel o en
un pozo hecho en medio del agar. Se preparan en cajas de Petri, soluciones del aceite
esencial en diferentes concentraciones y los discos de papel son sometidos a
inmersion. La eficacia del aceite esencial se demuestra por el tamafio de la zona de
inhibicion alrededor del disco y se expresa como el didmetro de esta zona en
milimetros o centimetros. Este método es un estudio de susceptibilidad por difusion
en disco. Un disco que tiene una cantidad especifica de antimicrobiano es aplicado a
una superficie de agar inoculado con un microorganismo. El antimicrobiano difunde
desde el disco al medio de cultivo produciendo una zona de inhibicion en la cual una
concentracion critica de antimicrobiano inhibe el crecimiento bacteriano (Cano,
Bonilla, Roque, & Ruiz, 2008).

Orégano (Origanum vulgare L.)

Direccion Regional de Agricultura Tacna (2016), el orégano es una planta herbacea
perenne, se caracteriza por tener hojas ovaladas y redondeadas, de color verde intenso
y a menudo de color amarillo mestizo. Tanto las hojas como las inflorescencias
despiden un aroma agradable debido a los aceites esenciales que contiene. Toda la
planta contiene unas pequefias glandulas donde esté contenida la esencia aromatica,
compuesta por un estearopteno y dos tipos de fenoles, principalmente carvacrol y en
menor proporcién timol (Wikipedia, 2016).

Figura 1. Planta de orégano (Origanum vulgare L.)

Fuente: (DRAT, 2016)
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3.2.7.

Orégano es el nombre comin con que se denomina a mas de 60 especies vegetales
utilizadas en todo el mundo principalmente como condimento, las especies de
orégano mas utilizadas pertenecen al género Origanum (Kintzios, 2002). En la Tabla

2 se muestra la taxonomia del orégano.

Tabla 2. Taxonomia del orégano (Origanum vulgare L.)

Taxonomia Clase

Reino: Plantae
Division: Magnoliophita
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Subfamilia: Nepetoideae
Tribu: Mentheae
Género: Oreganum
Especie: vulgare

Fuente: (Kintzios, 2002).
Composicién quimica del orégano

En la Tabla 3, se observa la composicion del aceite esencial de orégano de acuerdo

a la cromatografia de gases con detector de masa.

Tabla 3. Composicion quimica del aceite esencial de O. vulgare de acuerdo a

cromatografia de gases con detector de masa (GLSM)

COMPUESTO %
PhellandreneOS 1,75
p-Cymenecoccus aureus 6,86
trans-sabinene hydrate 3,53
Linalool 1,47
Cis sabinene hydrate 18,66
4-terpineol 9,43
Terpineol 2,76
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Linalyl acetate 7,40

Thymyl-metyl-eter 1,52
Thymyl-metyl-eter 2,07
Carvacrol 7,72
Carvacrol 1,18
Trans-caryophyllene 2,76
Spathulenol 2,26
caryophyllene oxide 2,21
palmitic acid 8,39
9,12-octadecadienoic acid 8,29
9,12,15. octadecatrienal 5,08
2-methyl-hexanal 1,74
2-dodecanona 2,52
1,3,3-trimethyl-2-(3-methyl-2-methylene 2,40

3-buthylene-3-butenylidene) ciclohexanol
Fuente: (Albado Plaus, Saez Flores, & Grabiel Ataucusi, 2001).

3.2.8. Produccion de orégano en Peru

La data del Ministerio de Agriculturay Riego, registra informacion hasta el afio 2014,
dando cuenta una superficie cosechada de 2 050 hectéreas y su produccion de 15 mil
374,85 toneladas en el pais con una tendencia ascendente de 3,9 % en los Gltimos
quince afos. En el Per( la superficie cultivada y distribucion geografica del orégano,
esta presente principalmente en las Regiones de Tacna, Arequipa y Moguegua, como
se observa en la Tabla 4 (DRAT, 2016).

Tabla 4. Estadistica nacional de orégano segun region - 2014

Region Produccion Superficie  Rendimiento Precio en
Nacional ® (ha) (kg/ha) chacra (S/.)
Total 15701 3512 4471

Tacna 10 898 2 048 5321 4,49
Arequipa 3232 680 4753 4,53
Moquegua 1425 710 2 006 4,74
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3.2.9.

Junin 64

Apurimac 32
Ayacucho 31
Puno 15

La Libertad 5

30
27
10

2119
1178
3100
3000
3000

4,47
2,27
4,84
0,62
3,17

Fuente: (DRAT, 2016)

Produccion de productos agroindustriales

La produccién y venta de productos agroindustriales alimenticios en el Per( se

observa en la Tabla 5.

Tabla 5. Produccién y ventas de productos agroindustriales alimenticios en Peru,
enero 2015/16 (miles de toneladas)

Produccion Ventas

EneroP EneroP
PRODUCTO

015 2006 " 2015 2006 "o

% %

Elaboracion de productos lacteos
Leche evaporada 393 479 219 319 422 325
Leche condensada 02 04 1400 04 0,7 491
Leche pasteurizada 10,1 12,6 250 10,7 114 6,1
Queso madurado (tipo suizo) 12 12 07 12 12 42
Queso fresco 0,5 0,6 7,6 0,5 0,6 4,2
Queso mantecoso 0,0 0,1 0,9 0,0 0,1 0,8
Mantequilla 03 03 85 02 02 -109
Cremas 07 08 44 06 07 88
Yogurts 154 17,0 10,3 166 17,6 57
Manjar blando 03 03 100 04 04 199

Fuente: (Ministerio de Agricultura y Riego, 2016)
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3.2.10. Queso

El Codex alimentarius (2011) define al queso como un producto fresco o madurado,
solido o semisdlido, obtenido a partir de la coagulacion total o parcial de la proteina
de la leche (a través de la accion del cuajo u otros coagulantes, con o sin hidrolisis
previa de la lactosa) y posterior separacion del suero. Los quesos frescos se
caracterizan por ser productos de alto contenido de humedad, sabor suave y tener un

periodo de vida de anaquel corto (Buendia, Gonzalez, Mendoza, Mufioz, & Reyes,

Sf).
3.2.11. Composicién de los quesos

En la Tabla 6 podemos observar la composicidén quimica por cada 100 g de queso.

Tabla 6. Composicion por cada 100 g de queso

Calorias Proteina Hidratos Grasa Agua

Quesos
Kcal % % % %

Queso fresco 121 8,2 3,1 8,0 77,9
Queso cottage 96 13,6 14 4,0 78,8
Queso crema 313 8,4 - 31,0 58,0
Philadelphia

Brie 318 18,9 - 26,9 48,6
Edam 331 25,5 - 25,4 43,8
Blue Stilton 409 22,3 0,1 35,5 38,6
Queso Cheddar 412 25,5 0,08 34,4 37,5
Parmesano 449 38,6 - 32,7 18,4

Fuente: (Buendia, Gonzalez, Mendoza, Mufioz, & Reyes, Sf)

3.2.12. Defecto de los quesos

La calidad de los quesos se determina por sus caracteristicas fundamentales tales
como el aroma, color, consistencia y aspectos generales; las cuales dependen del tipo
de queso que se produce. Cuando alguna de estas caracteristicas se deteriora, le hacen

perder su calidad y muchas veces queda no apto para el consumo.
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Los defectos de los quesos se deben a diferentes causas entre las cuales estan:
fermentaciones originadas por contaminacion de microorganismos en la leche
original o que se desarrollan durante su elaboracion, también se debe a las
condiciones de almacenamiento inadecuadas. Entre los defectos mas frecuentes en

los quesos se encuentran:

Hinchazon, ocasionado por fermentaciones con alta produccion de gas, esta

hinchazén puede ser precoz, que aparece a los tres dias de produccion o tardia,

que aparece a los diez dias de elaboracion. Ocasiona la aparicion de 0jos

irregulares y abombamiento.

= La putrefaccion, se debe a la contaminacién de microorganismos no deseables y
patdgenos causantes de un olor nauseabundo, se presentan dos tipos de
putrefaccion: la blanca y la de color ceniza.

= Defectos de corteza, debido a problemas de almacenamiento se ocasionan
pigmentos o decoloraciones.

= Defecto de sabor, que dan lugar a sabores acido, amargo, a rancio y a suero, los
cuales se deben a diferentes causas.

= Defecto de cuerpo y textura, ocasionado por mal manejo y control de variables
en diferentes etapas del proceso de produccién, como: cuerpo duro, cuerpo
friable, textura abierta, manchas blancas y himedas y de apariencia.

= Defectos de color, que se debe a la contaminacién por algunos hongos,

distribucion inadecuada de la sal, por actividad de algunas bacterias, lo cual

ocasiona centros decolorados o manchas en la masa del queso (Universidad

Nacional Abierta y a Distancia, s.f.).

3.3. Definicién de términos basicos

Antimicrobiano: se refiere a cualquier agente que interfiera con el crecimiento y la

actividad de los microorganismos (Montoya, 2008).

Aceite esencial: son liquidos aceitosos obtenidos a partir de diferentes partes de la planta
como flores, yemas, semillas, hojas, ramas, corteza, frutos y raices. Son mezclas complejas
de ésteres, aldehidos, cetonas y terpenos. Ademas son compuestos olorosos, muy solubles

en alcohol y poco solubles en agua (Garcia , Ortega, Martinez, & Castro, 2010).
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Concentracién inhibidora minima (CIM): se define como la menor concentracion de una
gama de diluciones de antibi6ticos que provoca una inhibicion de cualquier crecimiento
bacteriano visible. Es el valor fundamental de referencia que permite establecer una escala

de actividad del antibidtico frente a diferentes especies bacterianas (Quistian, 2014).

Halos de inhibicion: es la zona alrededor de un disco de antibidtico en un lugar
antibiograma en el que no se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar inoculado

con el germen (Ramos , 2014).

30


http://www.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/198675

4.1.

4.2.

IV. MATERIALES Y METODOS

Materiales

Aceite esencial

El AEO con 68,23 % de carvacrol, fue adquirido de la empresa lIkaro, la cual elabora

productos aromaticos naturales de calidad reconocida, sin aditivos quimicos ni sintéticos.
Preparacion del indculo

25 g de muestra de queso se homogeneizd con 225 ml de caldo de Enriquecimiento Base
Listeria (LEB) durante un minuto, posteriormente se incubo a 30 °C durante cuatro horas.
Después de la incubacion, se adicion6 0,9 ml del suplemento selectivo para caldo LEB y se
continud con la incubacion a 30 °C hasta completar las 24 horas. A partir del caldo LEB
incubado por 24 horas, se sembro6 en agar Palcam por estria a 37 °C durante 24 horas. Pasado
este tiempo se tomaron del agar Palcam de 4 a 5 colonias de L. monocytogenes y se
transfirieron estas colonias, simplemente tocando la parte superior de cada una con asa
bacterioldgica a un tubo que contenia 5 cm? de caldo estéril de Mueller-Hinton. Se incubd
este cultivo a 35 °C por un tiempo prudencial de 2 a 8 horas hasta que se produzca un
crecimiento moderado, después se diluyo el cultivo con solucidn salina estéril hasta obtener

una turbidez equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland (Bernal & Guzman, 1984).

Métodos, técnicas y procedimientos

4.2.1. Método

Se realiz6 un experimento con disefio unifactorial cuya variable evaluada fue la dosis de

aceite esencial de orégano (tabla 7) con 12 niveles y cuatro réplicas.
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Tabla 7. Disefio estadistico para el anélisis

Concentracion del Replicas
aceite esencial de  Tratamientos
orégano (%) 1 2 3 4

0,2% Ty T\R, T\R, T.R,  TiR.
0,5% T, T,R, T,R, T,R,  T,R,
0,8% T; T3R, TsR, T4Rs T:R,
1,0% Ty T4Ry T,R, T,Rs T,R,
1,2% Ts TsR, T<R, T.R, TR,
1,4% Te T¢R; TsR, TR, T.R,
1,6% T; T,R, T,R, T,R, TR,
1,8% Ty TgR, TgR, ToRs TR,
2,0% Ty ToR, TR, TR,  TyR,
2,2% Tio TioRy TR,  TwRs  TioRa
2,4% T, T11R; Ti1R, T.Rs TR,
2,6% Ty, T,2R; T\oR, T,Rs  Ti,R,

4.2.2. Técnicas

Concentracion minima inhibitoria del AEO

Se determing aplicando la combinacion de la técnica de difusion en agar con diluciones. La
metodologia fue basada en el método de Kirby-Bauer a través del uso de discos de papel
impregnados (Zapata, Mufioz, Ruiz, Montoya, & Gutiérrez, 2009). Se tomaron 200 pL de la
suspension de L.monocytogenes a una concentracion de 0,5 del patron de McFarland, la cual
se sembrd masivamente en el medio de cultivo Mueller-Hinton. Discos de papel filtro de 6
mm de didmetro fueron impregnados con 50 pl de aceite esencial a las diferentes
concentraciones de prueba, estos discos fueron depositados en la superficie del agar; para

luego incubar las cajas petri durante 24 horas a 37 °C. La actividad antimicrobiana se expreso
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como la diferencia, en milimetros, entre el radio del halo de inhibicion y el radio del disco
de papel filtro (Bernal & Guzman, 1984). Todos los tratamientos fueron realizados por

cuadruplicado.
Capacidad de inhibicién microbiana en queso fresco

Se realiz0 teniendo en cuenta la técnica de conteo de placas ISO 11290-2: 1998 Enmienda
1: 2004 para L. monocytogenes en los alimentos (Instituto de salud publica chile, 2017). La

evaluacion se realiz6 por duplicado.
Evaluacion sensorial del queso con AEO

Se llevo a cabo mediante una escala hedonica, con 33 panelistas entre docentes y alumnos

de la Universidad Sefior de Sipan.

4.2.3. Procedimiento

Después de haber determinado la concentracién minima inhibitoria del AEO que fue 0,8 %,
se elabord 33 quesos frescos (11 fueron elaborados con 0,8 % de AEO, el cual se adiciond
en funcidn del peso de la cuajada; 11 con sorbato de potasio y 11 sin ningun conservante); y
para determinar la capacidad de inhibicién microbiana en estas matrices, se inocularon los
33 quesos frescos con L. monocytogenes (la inoculacion se realiz6 en una concentracién del
1% sobre el peso total de cada muestra de queso). El analisis se realiz6 a los 2, 4, 6, 8, 10,

12, 14, 16, 18, 20 dias; ya que es el tiempo de vida anaquel aproximado del queso fresco.

Paralelamente se elabord guesos con concentraciones de AEO de (0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5,
0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0 %) con el propésito de medir su grado de aceptabilidad mediante un

analisis sensorial.
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V. RESULTADOS

5.1. Concentracion minima inhibitoria del AEO

El punto final de inhibicién completa del crecimiento se estima a simple vista alrededor de

algunos discos.

En la tabla 8, se puede apreciar la dimension de la formacion de halos en las diferentes

concentraciones después de una incubacion a 37 ° C/ 24 h.

Tabla 8. Determinacién de la menor concentracion inhibitoria

Concentracion de  Aceite

Diametro del halo de inhibicién

n° (mm) en los 4 discos
esencial en discos
D1 D2 D3 D4
1 0,2% 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,5% 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,8 % 1,0 0,5 1,0 0,5
4 1,0% 1,0 1,0 1,5 1,0
5 1,2% 1,0 1,0 1,0 2,0
6 14% 2,0 2,0 2,0 2,5
7 1,6 % 3,0 3,5 3,0 2,5
1,8% 3,5 4,0 35 3,0
9 2,0 % 4,0 4,5 4,0 3,5
10 22 % 55 55 6,0 4,5
11 2,4% 6,0 6,0 7,0 55
12 2,6 % 6,5 7,5 8,0 6,5

Nota: D1: Disco 1, D2: Disco 2, D3: Disco 3 y D4: Disco 4.

En la Tabla 9 se observa el analisis de varianza en la cual podemos analizar la significancia

del modelo estadistico, para ello se obtiene la suma de cuadrados equivalente a 256,86; con
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grados de libertad de 14 de un total de 48 experimentos. El resultado del cuadrado promedio
es 18,35; que se obtuvo al dividir el cociente (256) entre los grados de libertad (14).

El valor F (109,98) es el resultado de dividir el cuadrado promedio entre el valor residual
(0,17); a partir de este valor se determina el p-valor, el cual determina la probabilidad de que
ocurra un evento, demostrando si la variable dependiente es matematicamente diferente.
Ademas este p-valor se fija en 0,05 para demostrar que el error del estudio solo puede ser 5
%, y el 95 % de confianza debe ser atribuido a la maniobra experimental, por lo cual
tendremos una certeza o confiabilidad del 95 % de lo que estamos observando, 6sea debido

a la maniobra y no al azar.

Tabla 9. Analisis de varianza (ANOVA) para la evaluacion estadistica del comportamiento

de la formacion de los halos en los medios de cultivo

Grados
Suma de Cuadrado
Fuente de ~ ValorF  p-valor
cuadrados promedio
libertad
Modelo 256,86 14 18,35 109,98 <0,0001 Signif.

A-Concentracién
) ) 255,43 11 23,22 139,19 < 0,0001 *
de Aceite Esencial

B-Discos de papel 1,43 3 0,48 2,86 0,0516 *
Residual 5,51 33 0,17
Total 262,37 47

Todas las concentraciones evaluadas presentaron resultados diferentes, tal como se observa
en la Tabla 9 (sig.=0,05), los discos de papel no tuvieron efecto, por lo que se considera

como Unico factor a la concentracién de AEO.

En la Tabla 10, se observa la Desviacion Estandar (Std. Dev.) también denominado Raiz
cuadrada del error puro (experimental), el cual es 0,41 y mide la dispersion de los datos. En
cuanto al promedio (Mean) es el resultado que se obtiene al generar una division con la
sumatoria de los datos y el nimero de datos, teniendo como resultado 2,86. El Coeficiente

de Variacion en porcentaje (C.V. %) es 14,26, este nos da referencia a la relacion entre el
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5.2.

tamafio de la media y la variacion de la variable. La Suma Residual predicha de cuadrados
(PRESS) es una medida de como este modelo en particular se ajusta a cada punto en el
disefio. Los coeficientes se calculan sin el primer punto. Este modelo luego se usa para que
estime el primer punto y calcule el residual para el punto uno. Esto se hace para cada punto
de datos y los residuales cuadrados se suman, obteniendo 11,65. ElI R? (R-cuadrado) es la
proporcion de la varianza total de la variable explicada por la regresion, donde los resultados
son mejor si se acerca a 1,00, para este estudio tenemos el valor de 0,979. El R? Ajustado
(Adj R-Squared), es la medida de la cantidad de variacion sobre la media explicado por el
modelo ajustado para la cantidad de parametros en el modelo, con un valor de 0,970. EI R?
predicho (Pred R-Squared) tiene un valor de 0,956, este es una medida de la capacidad
predictiva del modelo. La Adecuada Precisién (Adeq Precision), es el coeficiente que
compara el rango de valores pronosticados en los puntos de disefio con el error de prediccion
promedio. Las relaciones superiores a cuatro indican una discriminacion modelo adecuada,

para este caso tiene un valor de 33,213.

Tabla 10. Coeficientes estadisticos para la evaluacion del comportamiento de la formacion

de los halos en los medios de cultivo

Coeficientes estadisticos Valor Coeficientes estadisticos Valor
Std. Dev. 0,41 R-Squared 0,979
Mean 2,86 Adj R-Squared 0,970
CV.% 14,26 Pred R-Squared 0,956
PRESS 11,65 Adeq Precision 33,213

Capacidad de inhibicion microbiana en queso fresco

En la tabla 11 podemos observar los resultados de las muestra tratadas con AEQO, sorbato de
potasio y sin conservante. Estos resultados nos muestran los ciclos logaritmicos de la

bacteria L. monocytogenes en los quesos frescos.
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Tabla 11. Reporte general de los ciclos logaritmicos de L. monocytogenes en los quesos con

AEOQ, sorbato de potasio y sin conservante (Log UFC/gramo)

Aceite Esencial de _ Sin
Dias de . Sorbato de Potasio

orégano conservante
almac.

R1 R2 R1 R2 R1 R2
2 0,9 0,8 1,2 1,2 3,3 3,5
4 0,9 0,9 1,2 1,2 34 3,7
6 15 1,6 15 1,3 3,5 3,8
8 2,5 2,2 1,8 1,9 4,1 4,1
10 33 2,9 2,3 2,4 4,1 4,2
12 3,5 33 2,6 2,4 4,3 4,4
14 4,2 3,9 34 3,2 53 5,2
16 4,4 4,3 4,5 4,3 5,8 5,6
18 4,4 4,5 51 5,0 6,2 6,3
20 4,5 4,6 55 52 6,5 7,2

Nota: R1: Repeticion 1, R2: Repeticion 2

En la figura 2, se observa los ciclos logaritmicos de L. monocytogenes en los quesos frescos

formulados con AEO, sorbato de potasio y sin ningln conservante. Los cuales en el 2 dia de

evaluacion son 0,85, 1,2 y 3,4 Log UFC/gramo respectivamente; pasando a tener valores de

4,55, 5,35 y 6,85 Log UFC/gramo en el dia 20 de evaluacién. De esta manera se puede

evidenciar que los ciclos logaritmicos en lo quesos formulados con AEO son menores en los

dias de evaluacién con respecto a las muestras testigo.
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5.3.

COMPARACION DE LOS CICLOS LOGARITIMCOS DE L. monocytogenes EN LOS QUESOS

(o)) ~ (o]

(€]

w

N

CICLOS LOGARITMICOS (Log UFC/gramo)
D

[EnY

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
TIEMPO (dias)
AEO e=@==SORBATO DE POTASIO e=@== SIN CONSERVANTE

Figura 2. Comparacion de los ciclos logaritmicos de L. monocytogenes en los quesos frescos

Evaluacion sensorial de los quesos con AEO

En la Tabla 12 se muestran los resultados de la evaluacion sensorial (color, olor y sabor) de

los quesos elaborados con las diferentes concentraciones de AEO.

Tabla 12. Resultados de la evaluacién sensorial de los atributos Color, Olor y Sabor

Concentracion

, de Aceite Color Olor Sabor
" esencial de (Puntaje) (Puntaje) (Puntaje)
Orégano
% 1 2 3 1 2 3 1 2 3
1 0 70 65 67 42 43 42 74 73 7.1
2 0,1 73 73 72 42 44 42 79 7,7 7.8
3 0,2 75 74 73 45 44 44 83 85 81
4 03 77 77 76 52 47 50 85 83 89
5 04 79 76 75 65 64 64 86 84 87
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6 05
7 06
8 07
9 08
10 09
11 10

8,0
8,1
8,2
8,2
8,2
8,3

8,1
79
7,9
8,0
8,1
8,3

7,8
7,5
7,6
7,9
79
79

7,5
7,7
7,6
7,0
6,2
5,0

7,6
7,7
7,8
7,2
6,3
4,9

6,9
7,6
7,5
6,9
6,1
4,8

8,2
7,5
5,3
2,1
1,2
0,6

8,5
7,4
5,2
2,0
1,1
0,5

7,7
7,0
4,9
1,9
13
0,7

En la Figura 3, se observa que el AEO influye en el grado de aceptabilidad tanto del olor y

sabor, debido a que los quesos formulados con concentraciones superiores a 0,6 %

descienden su aceptabilidad.

PUNTAIJE
O R, N WU OO

EVALUACION SENSORIAL DE LOS QUESOS FORMULADOS CON LAS DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE AEO

0.2

0.3

0.4

0.5

CONCENTRACION DE AEO

0.6

0.7

COLOR e=@==(QLOR e=@==SABOR

0.8

0.9

Figura 3. Representacion grafica de la variacion del color, olor y sabor de los quesos
formulados con las diferentes concentraciones de AEO.
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VI. DISCUSION

La necesidad actual de descubrir nuevas tecnologias de control microbiano para los
alimentos, ha estimulado la investigacion sobre las propiedades antimicrobianas de los
aceites esenciales de plantas. Asensio (2013) demostr6 en su investigacion que todos los
AEO presentan actividad antimicrobiana, ya sea ésta bacteriostatica o bactericida. El
potencial antimicrobiano de estos aceites se debe principalmente a la accion individual o
sinérgica de sus componentes sobre la integridad celular de los microorganismos, siendo
esto de gran importancia para su aplicacion como antimicrobiano en las tecnologias de
elaboracion y conservacion de alimentos (Gémez & Lopez, 2009). Asimismo Albado, Saez
y Gabriel (2001) afirman que el AEO posee efecto antimicrobiano frente a bacterias gram-
positivas como S. aureus y Bacillus cereus y sobre bacterias gram-negativas. De la misma
manera Solis (2012) demostrd que el AEO presenta un efecto antibacteriano minimo sobre
Salmonella spp. En la investigacion realizada se pudo corroborar lo expuesto por los autores
antes mencionados, ya que se demostrd que el AEO tiene efecto antimicrobiano frente a L.

monocytogenes, bacteria causante de Listeriosis.

En estudios donde se evaluaron las diferentes concentraciones del AEO frente a 71 bacterias
aisladas de leche, el aceite de orégano resulté mas eficaz para E. coli con 0,35 % de
concentracion bactericida minima (Bastos et al., 2011). En otra investigacion Rodriguez y
Salazar (2016) argumentan que los aceites esenciales encapsulados (nanoparticulas) de
orégano, timol y carvacrol presentaron una buena inhibicién sobre las cepas de S. aureus y
L. innocua a una concentracion de 0,25 %. En la investigacion donde evaluaron el efecto del
aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis L.) contra bacterias gram-positivas,
encontraron que fue activo sobre L. monocytogenes a una concentracién minima inhibitoria
de 0,1024 % (Castafio, G, Zapata, & Jiménez, 2010). Por ende es necesario dejar claro que
el efecto biocida de los aceites esenciales esta estrechamente ligado al tipo de
microorganismo y a la especie aromatica probada, ademéas de las condiciones de

experimentacion.

Los resultados de esta investigacion se comparan con el trabajo realizado por Morales
(2015), quien en su investigacion probo concentraciones de aceite esencial de tomillo desde
0,005 % hasta 2,4 %; demostrando que el efecto antimicrobiano sobre L. monocytogenes, se

determind a una concentracion no menor de 1,6 %. Donde se pudo observar que el queso
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Ricotta con aceite esencial presenta inhibicion en el recuento de Listeria, pasando de 7,18
Log UFC/gramo a 4,95 Log UFC/gramo en 48 horas de evaluacion, comportamiento que
continud durante 14 dias de prueba, mostrando actividad biocida hasta alcanzar valores 3,70
Log UFC/gramo representando una disminucion del 48,46 %. En esta investigacion se probo
concentraciones desde 0,2 % hasta 2,6 % para determinar la concentraciébn minima
inhibitoria in vitro, demostrando que el efecto antimicrobiano sobre L. monocytogenes se
determind a una concentracion de 0,8 % vy al evaluarlo en queso fresco, se puede observar
que hay un control satisfactorio en el incremento de los ciclos logaritmico durante 20 dia, en
un 4,55 Log UFC/gramo frente al 5,35 Log UFC/gramo del sorbato de potasio y 6,85 Log
UFC/gramo del sin conservante en el dia 20. Fundamentalmente la cantidad permitida de los
conservantes, no matan en general a los microorganismos, sino que solamente evitan su
proliferacion; mientras que los aceites esenciales usados como antimicrobianos son
compuestos que pueden retardar el crecimiento microbiano o inactivarlo dependiendo de su
concentracion de adicion, esto se debe a que atacan la pared celular, membrana celular,
enzimas metabdlicas y sintesis de proteina, todos ellos son esenciales para el desarrollo
celular; por lo que si uno es atacado o inactivado, la velocidad de crecimiento del
microorganismo se ve minimizada. Es posible que las condiciones tanto de crecimiento de
la planta, la geografia y el clima; sean condiciones que pueden afectar las propiedades
antimicrobianas, por ello es que se puede evidenciar las variaciones respecto a la capacidad

minima inhibitoria en diferentes investigaciones.

Si bien es cierto el AEO tiene poder inhibitorio, es importante calcular la cantidad correcta
para no cambiar las caracteristicas sensoriales del queso freso que puedan darle sabores y/o

olores que afecta su aceptacion por el consumidor.
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VIl. CONCLUSIONES

La menor concentracion inhibitoria in-vitro del AEO sobre L. monocytogenes, se determino
una concentracion de 0,8 %. Este resultado puede ser atribuido a la composicion quimica

que presenta el aceite esencial utilizado.

La concentracion de 0,8 % de AEO en los quesos frescos, influye en los ciclos logaritmicos
de L. monocytogenes; ya que estos fueron menores en todos los dias de evaluacion con
respecto a los ciclos logaritmicos de los quesos formulados con sorbato de potasio y més aun

de los que fueron elaborados sin ningin conservante.

El AEO influye en el grado de aceptabilidad de las caracteristicas sensoriales tanto del olor
y sabor de los quesos frescos, debido a que los quesos formulados con concentraciones

superiores a 0,6 % descienden su aceptabilidad.
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VIiIl. RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos sugieren una posible aplicacion del AEO, para la prevencion por
contaminacion de L. monocytogenes y el deterioro del queso fresco debido al crecimiento

del microorganismo.

Seria conveniente continuar con otras investigaciones para poder formular quesos que
contengan aceites esenciales que brinden aromas y ademas inhiban microorganismos

patdgenos.
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X.  ANEXOS

10.1.Anexo 1: Figuras referidas a la investigacion

Figura 4. Pesado de los medios de
cultivo en una balanza con una
precision de + 0,0001

Figura 5. Calentamiento de los
medios de cultivo en una cocina de
plancha

Figura 6. Esterilizacion de los
medios de cultivos en una autoclave
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Figura 7. Utilizacion de una cabina
de bioseguridad para evitar la
contaminacion de los medios de
cultivos

Figura 8.Incorporacion del aceite
esencial de orégano en los medios de
cultivos

Figura 9. Pasteurizacion de la leche
fresca de vaca a 60 °C por 30 minutos
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Figura 10. Cortado en cubos de 2 cm

Figura 11. Desuerado con mallas
para el filtrado

Figura 12. Quesos con aceite
esencial de orégano, con sorbato de
potasio y sin conservante
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10.2.Anexo 2: Panelistas realizando evaluacién sensorial de los quesos
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