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1. RESUMEN

En Latinoamérica, se ha observado la tendencia a diversificar los productos y
subproductos de origen lacteo, usando como preservantes quimicos &cido benzoico,
acido sorbico, &cido propidnico entre otros; el uso de estas sustancias quimicas a largo
plazo pueden ocasionar dafios en la salud. Debido a la apertura econdémica, la cual
imprime competitividad a procesos comerciales. En Guatemala, nace la inquietud de
elaborar subproductos que sean atractivos, novedosos y de alta calidad para la poblacion

con materiales 100% organicos.

Por lo antes expuesto se presenta la iniciativa de investigacion, de evaluar la actividad
antioxidante y antimicrobiana de los extractos y aceites esenciales de dos especies de
laurel, Litsea guatemalensis y Litsea neesiana para ser utilizado como un posible
preservante natural en queso fresco. Se tom6 como referencia el laurel por ser una planta
ampliamente utilizada como condimento en la cocina guatemalteca y ha demostrado
interesantes propiedades tales como antioxidante y antibacteriano. Previamente se han
realizado estudios en donde los extractos etandlicos y aceites esenciales de las dos
especies de Guatemala, L. guatemalensis y L. neesiana, han demostrado estas
actividades por lo que es necesario comprobar in vitro si se mantienen dichas actividades

para ser utilizados como prototipos de preservantes naturales en el queso fresco.

En esta investigacion primero se determiné la actividad antioxidante de los extractos
etandlicos de ambas especies de laurel y el aceite esencial L. guatemalensis por medio
del método cualitativo macrométrico en Cromatografia en Capa Fina (CCF) utilizando
como revelador 2,2-difenil-pricrilhidracilo (DPPH). La especie que presenté mayor
actividad antioxidante por este método fue L. neesiana, tanto el aceite como el extracto
etandlico de L. guatemalensis presentd una actividad media. Con el método cuantitativo
los extractos etandlicos de las dos especies de laurel quien presenté mayor actividad
antioxidante, fue la especie de L. neesiana con (Clso de 0.290 mg/mL) y L. guatemalensis
(Clso de 0.675 mg/mL).

Luego se extrajo el aceite esencial de ambas especies, por medio del método de
hidrodestilacion por neoclevenger. El rendimiento de la especie L. guatemalensis es de

1.01%, y para la especie L. neesiana es de 0.01%. Por el bajo rendimiento de esta



especie impide que se realice la actividad antioxidante y antimicrobiana en aceite
esencial. Es por esta razén que realizd una caracterizacion quimica de las dos especies
de hojas de laurel por medio del método de microextraccion en fase sélida (Fibra) por
cromatografia de gases. Los compuestos obtenidos en ambas especies son: D-limoneno,
Eucaliptol, O-Cimeno. Pero para la especie L. neesiana los compuestos se encuentran
en baja concentracion es por esta razon que esta especie es menos aromatica

comparada con la especie L. guatemalensis.

La infusion de las hojas de laurel de ambas especies y el aceite esencial L.
guatemalensis no presentaron ninguna actividad antimicrobiana. En caso contrario; los
extractos etanodlicos presentaron mayor actividad, por lo antes mencionado se realiz6 una
evaluacién in vitro de los extractos etandlicos de ambas especies de laurel, para
determinar la concentracién inhibitoria minima CIM para el extracto etandlico de la
especie L. neesiana presentd frente a las siguientes bacterias un CIM: S. aerus
(0.625mg/mL), E. coli (2.5mg/mL), y Salmonella (5mg/mL). El extracto etandlico de la
especie L. guatemalensis presentd una concentracion inhibitoria minima CIM frente a las

siguientes bacterias: S. aerus (1.25mg/mL), E. coli (1.25mg/mL), y Salmonella (5mg/mL).

Para evaluar la actividad preservante del queso fresco. Primero se pasteurizé la
leche antes de la manufactura del queso fresco. Luego se le agregaron siete
tratamientos el primero de ellos era el blanco que solo era queso fresco, segundo queso
fresco con preservante quimico (sorbato de potasio), tercer tratamiento queso fresco con
aceite esencial de L. guatemalensis, cuarto queso fresco con infusibn de L.
guatemalensis, quinto queso fresco con extracto de L. guatemalensis, sexto queso fresco
con extracto de L. neesiana y por ultimo queso fresco con infusiébn de L. neesiana.
Después se realizd un control microbiolégico a cada uno de los tratamientos para evaluar
el crecimiento bacteriano de cada uno de los quesos y evaluar los cambios de las
caracteristicas organolépticas de cada queso en 24 dias. La mejor forma de preservar el
queso fresco pasteurizado es con el extracto etandlico de laurel L. neesiana ya que no
interfiere con las caracteristicas organolépticas del queso fresco e inhibe el crecimiento
bacteriano del mismo. El recuento bacteriano a los 31 dias todavia era apto para el

consumo humano.



Por ultimo se realiz6 una prueba de aceptabilidad a 30 panelistas con un promedio
de edad de 25 afios. Las infusiones de ambas especies de laurel en el queso fresco
presentaron un porcentaje de aceptabilidad del 100%, seguido el aceite esencial de L.
guatemalensis. El extracto etandlico de L. neesiana con un 95% el extracto con L.
guatemalensis presentdé bajo puntaje debido al sabor potente de laurel el cual
enmascaraba las caracteristicas organolépticas del queso fresco.



2. INTRODUCCION

La elaboracibn de queso fresco en Guatemala es una actividad muy
diseminada en todo el pais, es consumido por una cantidad numerosa de poblacion, ya
que es un alimento muy completo rico en calcio, proteinas, fésforo, grasa y vitaminas;

pero también es un medio muy propicio para la reproduccién de ciertas bacterias.

Es por esta razén que se han establecido normas especificas para cada tipo de
queso, que deben ser cumplidas por las industrias de productos lacteos, donde se
sefalan los requisitos fisicoquimicos y microbiolégicos segun la Comision Guatemalteca
de Normas (COGUANOR). Uno de estos requisitos es usar preservantes quimicos para
inhibir el crecimiento de bacterias, mohos y levaduras con el fin de prolongar la vida util
del queso fresco en la industria. Entre los preservantes mas utilizados en queso fresco
estan: Acido benzoico, acido sorbico, acido propionico y sus sales de calcio, potasio y
sodio, nisina, piramicina, entre otros; el uso de estas sustancias quimicas a largo plazo

pueden ocasionar dafios en la salud.

El reino vegetal representa un reservorio enorme de moléculas valiosas que
pueden tener una aplicaciébn medicinal, cosmética, alimenticia y agroindustrial. Es por ello
gue la presente investigacion pretendera evaluar si el extracto y aceite esencial de dos
especies de laurel, L. guatemalensis y L. neesiana funcionan como preservantes
naturales en queso fresco, para ser utilizados como prototipos de preservantes naturales
con el objetivo de disminuir los efectos toxicos que presentan a largo plazo los

preservantes quimicos.

Para realizar esta investigacion, los extractos etandlicos de ambas especies se
obtuvieron por percolacion y reconcentracion por medio del rotavapor, el aceite esencial
de las dos especies de laurel se obtuvo por hidrodestilacion con neoclevenger. Luego se
evaluo la actividad antimicrobiana in vitro contra cepas contaminantes de alimentos; con
las concentraciones y resultados positivos obtenidos en el método anterior se realizé en
queso fresco para evaluar su actividad como preservante natural por ultimo se evalué las
caracteristicas organolépticas del queso fresco con extracto, infusion y aceite esencial por

medio de pruebas hedonicas.



3. ANTECEDENTES

3.1 Descripcion de la familia Lauracea

Los arboles pertenecientes a la familia Lauracea son aromaticos, con hojas
alternas, raramente opuestas, simples, pinnadamente venadas, usualmente enteras,
deciduas con las zonas templadas, perennifolias en los tropicos; sin estipulas. Las
inflorescencias son comunmente axilares, paniculas, espigas, racimos o umbelas. Las
flores por lo general son bisexuales, en ocasiones unisexuales, actinomorfas. Poseen
caliz de seis sépalos, en dos series unidos en un tubo en la base. No poseen corola. El
androceo tiene cuatro verticilos de tres estambres cada uno de ellos, o uno de ellos, o uno
0 méas vertilicios reducidos a estaminodios o ausentes, adnados al tubo del perianto. El
gineceo es un pistilo simple con un carpelo, un léculo, y un évulo, placentacion marginal,
ovario supero, un estilo, un estigma. Los frutos son bayas o drupas frecuentemente
rodeadas en la base por una clpula que se deriva del tubo del caliz persistente. El

embrién es recto y grande y no posee endospermo (Jones, 1987).

3.1.1 Descripcién del género Litsea

El género Litsea posee mas de 100 especies, unas 12 de América, y en
Guatemala se han descrito tres especies nativas que se usan indistintamente
como laurel (Litsea glaucescens HBK, L. neesiana (Schauer) Hemsl. y L.
guatemalensis Mez.). Se ha mencionado en 1970 el nombre nahualt Ecapatli o
medicina del viento por Hernadndez y también se describen sus propiedades
medicinales. Las hojas de las tres especies tienen olor muy parecido al del laurel
europeo (Laurus nobilis L.), por lo que se le atribuyen propiedades similares. L.
nobilis se cultiva y usa medicinalmente desde los griegos y romanos; sus hojas
eran las guirnaldas que se daban a los ganadores de las Olimpiadas (Caceres,
1996; 2003).

3.1.2 Descripcion de la especies Litsea guatemalensis y Litsea neesiana

El laurel L. guatemalensis es un arbol de hasta 6 m. de alto con ramas
delgadas y cafés. Las hojas son coridceas, con peciolos de 1.5 cm. de largo,

eliptico-lanceoladas, de 8 cm. de largo, agudas en la base, lustrosas y glabras.



Presenta flores axilares, con pedunculo simple, solitarias, de 15 mm. de largo, 5-11
flores, bracteas de involucro deciduo, con filamentos glabros. Es endémico de
Guatemala y crece en bosques de pino montarrales de 1,500-3,150 msnm. Se ha
descrito en Chimaltenango, Guatemala, Jalapa, Sacatepéquez y Solola (Caceres,
1996; 2003).

El laurel L. neesiana es un arboles que mide hasta 6 m de alto, ramas jévenes
teretes, pubescentes, con tricomas ferrugineos o cinéreos, corteza pardo-rojiza.
Hojas alternas, peciolos hasta 1.2 cm largo, tomentosos; laminas 5.0-7.0 cm largo,
2.0-3.0 cm ancho, ampliamente elipticas a oblongas, base aguda u obtusa, apice
gradualmente agudo, haz esparcidamente pubescente, con tricomas largos,
ondulados y ascendentes, envés tomentoso. Inflorescencia (masculinas vy
femeninas) axilares, solitarias 0 agrupadas a lo largo de ramas cortas &filas, varias
flores por inflorescencia, bracteas tomentoso ferrugineas. Frutos 1.3 cm diametro,
negros cuando maduros, discoide con tricomas largos, rectos y ascendentes. Esta

especie se ha distribuido en (Loreay Jiménez, 2010).

3.1.3 Usos medicinales de la especie

Al cocimiento de las hojas de laurel se le ha atribuido actividad
antibacteriana, y se utiliza tradicionalmente para el tratamiento de afecciones
respiratorias (amigdalitis, males de la garganta, tos, tosferina), gastrointestinales
(diarrea, colico, Ulcera) y carencia de leche en la madre e hinchazén. Por via
topica se usa en lavados y bafios para el cansancio y epilepsia. El cocimiento de la
corteza se utiliza para tratar mordedura de culebras y de perros. Tépicamente se
usa en lavados y bafios para cansancio, Ulceras, piernas hinchadas y epilepsia. En
sehumerios se usa para pardlisis (Caceres, 1996). Estudios realizados han
comprobado que la tintura de hojas de L. guatemalensis no tiene actividad
contra enterobacterias, pero tiene moderada actividad contra los hongos y
levaduras Candida albicans, Epidermophyton flocosum y Microsporum canis
(Céceres, 1996; 2003).



3.1.4 Otros usos populares

Las hojas arométicas son muy empleadas como condimento en la
preparacion de platillos como sopas, guisos y reposteria, se usan en forma similar
a L. nobilis. De las hojas se extrae un aceite etéreo con aplicacion en la industria
de cerveza y salchichas (Céceres, 1996).

3.1.5 Farmacognosia

La materia médica son las hojas secas, las que deben tener las siguientes
caracteristicas botanica, fisicoquimica y organoléptica que caracterizan a la
especie oficinal. El aceite esencial de L. glaucescens tiene el olor caracteristico
pero difiere en su composicion quimica, contiene 10 compuestos mas que L.
nobilis y hay 17 compuestos comunes a ambos. La presencia de limoneno en el
aceite esencial reduce la dismenorrea por inhibicion de la biosintesis de

prostaglandinas (Céaceres, 1996; 2003).

3.1.6 Composicién Quimica

Se encuentra muy poca informacién sobre la composicién quimica de las tres
especies endémicas del pais. Por su olor caracteristico similar a L. nobilis, se
asume que L. guatemalensis y L. glaucescens tienen un aceite esencial rico en
derivados terpénicos y glicéridos de los acidos laurico, oleico, palmitico y linoléico.
El tamizaje fitoquimico de L. guatemalensis indica: alcaloides cuartenarios y no
cuartenarios, saponinas, esteroles insaturados, cardendlidos, bufadiendlicos,
guercitina, estibina y taraxon; el aceite esencial contienen limoneno y citral.
(Céaceres, 1996; 2003).

a. Aceites esenciales

3.2.1 Definicion y origen de los aceites esenciales

Se les da el nombre de aceites esenciales a los aceites volatiles o aceites etéreos.
Son mezclas complejas de sustancias, de variadas funciones quimicas. El término

aceite esencial es utilizado en general para designar aquellas sustancias volatiles



obtenidas por destilacién a base de vapor de las plantas, o por otros métodos
(Guenther, 1996).

Por otra parte, las siguientes hipotesis solamente explican el origen de los

aceites esenciales en las plantas:

3.2.2

Teoria que explica que los terpenos estan formados por la adicién del
beta-amino acido butilico normal a la leucina con la eliminacion de
amoniaco y agua, o por la adicion alfa-amino &acido isocaproico alanina
para dar cimeno. Cimeno mas leucina da &cido cindmico, uno de los
principales constituyentes de la corteza de la canela. Acido cinamico y

cimeno se isomerizan produciendo terpenos.

Existe también la opinidn que los terpenos son originados de carbohidratos;
la primera etapa es la formacion del aldehido beta-metil-croténico de
acetona y acetaldehido. Dos moléculas de aldehido metil-croténico se
polimerizan para obtener geraniol, el cual se isomeriza muy facilmente a

terpenos.

Otra hipétesis admite la formacién de terpenos a partir de carbohidratos y

proteinas (Guenther, 1996).

Composicién quimica de los aceites esenciales naturales

Se ha encontrado que los aceites esenciales contienen principalmente

compuestos orgénicos liquidos, mas o menos volatiles. La gran variedad de

compuestos disueltos contenidos en los aceites esenciales se pueden clasificar de

la siguiente manera:

Esteres: principalmente de acido benzoico, acético, salicilico y cinamico.
Alcoholes: linalol, geraniol, citronelol, terpinol, mentol, borneol.

Aldehidos: citral, citronela, benzaldehido, cinamaldehido, aldehido
cuminico, vainilla.

Acidos: benzoico, cinamico, miristico, isovalérico todos en estado libre.



e Fenoles: eugenol, timol, carvacrol.

o Cetonas: carvona, mentona, pulegona, irona, fenchona, tujona, alcanfor,
metilnonil cetona, metil heptenona.

e Esteres: cifielo, éter interno (eucaliptol), acetol, safrol.

e Lactonas: cumarina.

e Terpenos: cafeno, pineno, limoneno, felandreno, cedreno.

Especies y aceites esenciales han sido utilizados en la industria alimenticia
como agentes naturales para extender la vida util de los alimentos. Una gran
variedad de plantas y especias se han usado para reducir o eliminar bacterias
patégenas y mantener la calidad de los productos alimenticios (Bandoni, 2003).

3.3 Efecto de la adiciéon de antimicrobianos

Los antimicrobianos o conservadores pueden tener al menos tres tipo de accion

sobre los microorganismos:

¢ Inhibicién de la biosintesis de los acidos nucleicos o de la pared celular.
¢ Dafo a la integridad de las membranas.

¢ Interferencia con la gran variedad de procesos metabdlicos esenciales.

Algunos agentes antimicrobianos pueden afectar a muchas tipos de
microorganismos, mientras que otros muestran un espectro de accién inhibidor mas
reducido. Del mismo modo algunos antimicrobianos pueden ser directamente

bactericidas, mientras que otros pueden ser bacteriostaticos.

Los conservadores son compuestos usados para retardar o prevenir el deterioro
fisicoquimico o microbioldgico de los alimentos, los cuales pueden deteriorarse a traves
de cambios adversos causados por la presencia de enzimas, oxigeno, luz, pérdida de
humedad o la acciébn de microorganismos. Los conservadores usados para prevenir los
cambios causados por oxigeno, luz y enzimas incluyen los agentes para prevenir la
rancidez, los compuestos antioxidantes y los compuestos antioscurecimiento. La
categoria de conservadores utilizados para prevenir o retardar el deterioro microbiano de

los alimentos son conocidos como antimicrobianos (Giese, 1994).
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3.3.1 Seleccién de agentes antimicrobianos

El uso y seleccidon de un antimicrobiano depende de una serie de factores

gue deben ser considerados y evaluados como:

¢ El antimicrobiano y las propiedades quimicas del compuesto tales como
solubilidad y constante de disociacién.

e La seguridad del compuesto en los niveles sugeridos

e Las propiedades y composicion del alimento como el pH, contenido de grasa,
proteina y actividad de agua.

e Eltipoy los niveles iniciales de los microorganismos en el producto.

e El costo del antimicrobiano.

e La seguridad de que el antimicrobiano no afectara la calidad del producto.

Con todos estos factores a considerar se puede necesitar mas de un
antimicrobiano (Branen, 1993; Banwart, 1993).

3.3.2 Clasificacion de los antimicrobianos

Actualmente los conservadores se clasifican en tradicionales y naturales.
Se consideran como conservadores tradicionales a aquellas sustancias quimicas
incluidas dentro de la normativa vigente. Y los conservadores naturales se definen
como substancias que se obtienen o se derivan de materiales o procesos
biolégicos y cuya inocuidad se atribuye a que cuando se ingieren son degradados
por el organismo. Esta clasificacion de los conservadores se atribuye a la
percepcion de los consumidores de lo natural como bueno/beneficioso y de los

guimicos como malo y/o riesgoso.
3.3.3 Conservadores quimicos
La FDA (Food & Drug Administration) define a un conservador quimico

como cualquier compuesto quimico que cuando se adiciona a un alimento tiende a

prevenir o retardar su deterioro (Jay, 1991).
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Davidson (1996) define a los antimicrobianos quimicos o sintéticos como
compuestos quimicos afiadidos o presentes en alimentos. Estos incluyen a varios
acidos organicos, parabenos sulfitos y sorbatos. Estos Ultimos son altamente
utilizados en alimentos debido a sus caracteristicas que los hacen aptos para su
aplicacion en alimentos. Los compuestos quimicos son capaces de actuar como
conservadores de alimentos, pero en los productos alimenticios solo esta permitido

Su Uso en concentraciones pequenas.

Algunos antimicrobianos sintetizados quimicamente reconocidos como Generally
Recognized As Safe GRAS son:

e Acido propionico y propionatos (mohos)

e Acido sorbico y sorbatos (mohos)

e Acido benzoico y benzoatos (mohos y levaduras)
e Parabenos (mohos, levaduras y bacterias)

¢ Diacetato de sodio (mohos)

¢ Nicina (Bacterias acido lacticas, Clostridia)

¢ Nitrato de sodio (Clostridia)

e Etil-formato (mohos y levaduras)

De los cuales los mas empleados en la conservacion de alimentos son:

e Sorbatos: El acido sérbico y el sorbato de potasio son las formas mas
populares que se utilizan, se emplean concentraciones menores del 0.3% para
inhibir el crecimiento de hongos y levaduras. La aplicacion de los sorbatos es en

quesos, bebidas, jarabes, jugos de frutas, vinos, ensaladas etc (Velasco, 1995).

e Acidos: Son los mejores aditivos en bebidas carbonatadas, bebidas de frutas,
dulces, quesos, etc. Estos actian reduciendo el pH constituyendo de esta forma
otro factor de stress. El 4cido citrico es usado en muchos productos y representa
el 60% de todos los &cidos utilizados, el &cido fosforico es el segundo mas
utilizado en alimentos y el Unico utilizado en bebidas carbonatadas. El &cido
propionico y sus sales son conservadores que se adicionan en pan, pasteles,

algunos quesos y masa panificable para inhibir mohos (Velasco, 1995).
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e Sulfitos: Los sulfitos incluyen el biéxido de azufre, sales de sulfito, sales de

bisulfito y sales de metabisulfitos. La adicién de sulfitos es una practica comdn en

la industria alimentaria para controlar las reacciones de oscurecimiento, previene

la pérdida de vitamina C. Su uso normal esta limitado porque alrededor de 500

ppm su sabor es detectado (Roboach, 1980).

e Antimicrobianos naturales: Un amplio rango de sistemas antimicrobianos

naturales han sido desarrollado a partir de microorganismos, plantas y animales,

muchos se han empleado para conservacion de alimentos y otros estan siendo

investigados para ser usados en estos (Santiesteban, 2002).

Tabla No. 1 Sistemas antimicrobianos naturales de uso en alimentos

Fuente Sistema Aplicaciones
Inhibicion Listeria monocytogenes y de
Bacteriocinas patdégenos de alimentos en general
Microbiana Acidos organicos In_hibicién de mohos y Ie\{aduras _
Py Diversos efectos dependiendo del tipo de
antibiéticos S : . )
antibidtico y tipo de microorganismo
Lisozima Inhibicién de bacterias en queso
. Inhibicién de Listeria monocytogenes en
Lactoferrina
leche
. Preservacion de leche bronca
Animal Preservacion de queso cotagge.
Inhibicibn de Salmonella en férmulas
lacticas infantiles
Lactoperoxidasa Inhibicion de Listeria monocytogenes in
vitro y en quesos frescos
Inhibicibn de Campylobacter in vitro
Aceites esenciales Estudios de actividad antimicrobiana
Inhibicién de bacterias formadoras de
Vegetal Puré de platano esporas
Inhibicién de Candida albicans
£ . Inhibicion de la germinacion de esporas
xtracto de ajo d )
e Bacillus cereus

Fuente: Santiesteban, 2002

La Asociacidon Americana del Comercio de las Especies (American Spice Trade

Association) define a las especies como cualquier producto de plantas seco y utilizado

como condimento, se incluyen raices, cortezas, capullos, semillas, frutos, flores y
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vegetales deshidratados, las cuales son utilizadas para condimentar a los alimentos
(Mountney & Gould, 1988).

Wilkins & Borrad 1989 reportaron que aproximadamente mas de 1,340 plantas son
un recurso potencial de compuestos antimicrobianos. Dichos compuestos incluyen
sustancias de bajo peso molecular como las fitoalexinas, entre las cuales los compuestos
fendlicos son los mas predominantes (acido cafeico, cindmico, ferdlico y galico,

oleuperina, timol y eugenol).

Muchas hierbas y especies contienen aceites esenciales que son antimicrobianos,
se mencionan que cerca de 80 productos de origen vegetal contienen altos niveles de
antimicrobianos con uso potencial en alimentos, por ejemplo el clavo, ajo, cebolla, salvia,

romero, cilantro, perejil, orégano, mostaza y vainilla entre otros (L6pez, 1995).

Se ha encontrado que la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales no solo
depende de la estructura quimica de sus componentes sino también de la proporciéon y
tipo de compuestos presentes, especialmente se reconocen que los alcoholes alifaticos y
los fenoles exhiben accion inhibitoria para el crecimiento de los hongos (Farag et al.,
1989). Otros compuestos fendlicos presentes naturalmente en plantas son los fenoles
simples y &cidos fendlicos, los derivados del acido hidroxicinamico y los flavonoides. En
1977, Bullerman establece que el aldehido cindAmico y el eugenol, los constituyentes
mayoritarios de los aceites esenciales de la canela y el clavo de olor son los compuestos
activos responsables de la actividad inhibitoria de los extractos, pero no descartaron la
posibilidad de que otros constituyentes minoritarios puedan también tener efectos

inhibitorios.

Mahmoud report6 que 1000 ppm de los alcoholes alifaticos: geraniol, nerol,
citronelol o del aldehido aromatico, aldehido cinAmico o de la cetona fendlica, timol,

inhibieron completamente el crecimiento de Aspergillus flavus (Mahmoud, 1994).

Entre los aceites esenciales que también tienen actividad antimicética, se
encuentra el aceite esencial de orégano y clavo, los cuales fueron probados contra tres

especies de Aspergillus, sefialando que los mohos estudiados difieren en su sensibilidad
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a los extractos y encontraron que A. flavus fue el mas sensible de los mohos estudiados al
aceite esencial del orégano (Paster et al., 1990).

3.4 Estudio Sensorial de los Alimentos

En la apreciacion de un alimento, los sentidos tienen una importancia distinta a la
que reciben en otros aspectos de la vida. Asi, los llamados sentidos "quimicos" como el
olfato y el gusto suelen ser determinantes en una valoracién subjetiva del alimento,
mientras que los "fisicos", vista, oido y tacto, mas importantes en la vida rutinaria, juegan
un papel secundario. Posterior al aroma y sabor definiran la eleccion futura del
consumidor. La aceptacién intrinseca de un alimento es la consecuencia de la reaccién
del consumidor ante las propiedades fisicas, quimicas y texturales del mismo. De hecho,
una de las mudltiples definiciones de analisis sensorial obedece al examen de las
propiedades organolépticas de un producto por los érganos de los sentidos, es decir, el
conjunto de técnicas que permiten percibir, identificar y apreciar un cierto nimero de

propiedades caracteristicas de los alimentos.

La evaluacion sensorial es el analisis de los alimentos u otros materiales por medio
de los sentidos. La misma incluye distintas etapas como son la definicion del problema, la
preparacion de las pruebas, la ejecucidon de las pruebas y la interpretacion de los
resultados (Parrilla, 2002).

3.4.1 Formas de realizarlo

El analisis sensorial de los alimentos puede realizarse a través de
diferentes pruebas, segln la finalidad para la que estén diseflados. A grandes

rasgos, pueden definirse dos grupos:

¢ Pruebas objetivas que se subdividen en discriminativas y descriptivas

e Pruebas no objetivas también denominadas hedodnicas.

3.4.1.1 Pruebas objetivas

Una de las principales metas perseguidas por el andlisis sensorial

de alimentos es el desarrollo de una metodologia, idealmente objetiva, para
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la determinacion de parametros organolépticos en los alimentos. Hasta la
fecha, y pese a numerosos intentos, el hombre no ha conseguido crear un
instrumento que sustituya al analisis sensorial. Dicho instrumento deberia
englobar todos los métodos analiticos encaminados a evaluar el aspecto

exterior, el sabor y el aroma de nuestros alimentos.

Las metodologias instrumentales consideradas objetivas el color es
la Unica propiedad sensorial que puede ser medida, de forma instrumental,
mas efectivamente que visual. Otros aparatos como los texturometros
universales y la gran variedad de test encaminados a determinar
parametros reol6gicos como la dureza, fibrosidad, harinosidad,
adhesividad, jugosidad. Existen otras evaluaciones instrumentales, también
de gran uso en laboratorios alimentarios, denominadas técnicas semi
objetivas. Se incluyen dentro de este grupo a las cromatografias y las
valoraciones fisico-quimicas y bioquimicas, indicadoras de la composicién
cualitativa del producto (sus vitaminas, elementos minerales, proteinas,
acidos y azucares, colorantes, edulcorantes artificiales) aspecto
intimamente ligado a las propiedades sensoriales y al margen de
aceptabilidad del alimento. Todas estas técnicas pueden, en el mejor de los
casos, llegar a tener una buena correlaciéon en sus medidas con el juicio
sensorial, pero parece muy dificil que puedan sustituir al ser humano. En
Gltima instancia son las personas las que deben valorar la calidad de un
alimento, expresar la compleja apreciacion sensorial y valorar su grado de

satisfaccion al ser degustado.

Se puede decir que hoy en dia no existe ninguna técnica capaz de
simular las sensaciones que un catador experimenta, por lo que es
necesaria una valoracion sensorial de los alimentos por un equipo de

personas.

Los analisis objetivos se dividen en dos grandes grupos: Pruebas

discriminativas y descriptivas.
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e Pruebas discriminativas: tienen como objeto detectar la presencia o
ausencia de diferencias de atributos sensoriales entre dos o0 mas
productos.

e Pruebas descriptivas: su utilidad es muy diversa, desde la
determinacion de diferencias sensoriales entre un producto y sus
competidores en el mercado, hasta la caracterizacién de aromas, un
tema de gran interés para las empresas de alimentacion, dada la
disparidad de criterios entre el productor y el cliente con relacién a
su estabilidad (Parrilla, 2002).

3.4.1.2 Pruebas hedodnicas

Es aquella en la que el juez catador expresa su reaccion subjetiva
ante el producto, indicando si le gusta o le disgusta, si lo acepta o lo
rechaza, si lo prefiere a otro o no. Son pruebas dificiles de interpretar ya
gue se trata de apreciaciones completamente personales, con la

variabilidad que ello supone.

Los estudios de naturaleza heddnica son esenciales para saber en
gué medida un producto puede resultar agradable al consumidor. Pueden
aplicarse pruebas hedodnicas para conocer las primeras impresiones de un
alimento nuevo o profundizar mas y obtener informacion sobre su grado de
aceptacién o en qué momento puede producir sensacion de cansancio en

el consumidor (Van Trijp et al., 1995).

3.4.2 Factores a ser contemplados para la realizacion adecuada de un analisis

sensorial.

Uno de los mayores problemas asociados al analisis sensorial de los
alimentos es conseguir que la respuesta humana sea precisa y reproducible dado
gue el aparato sensorial humano muestra grados de variacion de sensibilidad de
persona a persona, que cada mundo individual de sensaciones es muy diferente
dependiendo del nivel de desarrollo y que la sensibilidad puede ser influenciada

facilmente por cuestiones externas o del medio.
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Existen numerosos elementos determinantes en la aceptabilidad o
preferencia de un producto, elementos que deben ser tenidos en cuenta
al momento del disefio del andlisis sensorial. Se pueden subdividir en dos
grandes grupos: Caracteristicas del alimento o bebida y caracteristicas del
consumidor (Van Trijp et al., 1995).

3.4.2.1 Caracteristicas del alimento

e Disponibilidad: Resulta basico que sea facil encontrar el
producto en las zonas habituales de compra para el consumidor,
de ahi que uno de los objetivos mayoritarios de todas las

empresas de alimentos sea ampliar sus puntos de venta.

e Utilidad: Por alimento util se entiende aquel que resulta
imprescindible en una dieta por el aporte de vitaminas,
nutrientes esenciales, proteinas o carbohidratos, que puede
ejercer un efecto beneficioso sobre nuestra salud o nuestro

aspecto fisico o que puede ayudar a reducir una enfermedad.

e Conveniencia: La conveniencia se diferencia basicamente de la

utilidad porque se introducen factores econémicos.

e Precio: Sin duda alguna es uno de los factores mas limitantes
para la libertad con la que el consumidor escoge el producto y
puede ser origen de una diferenciacion social. El hombre tiene
una disponibilidad limitada de recursos econdmicos para el
consumo, determinada por su nivel de renta y por la existencia
de unos precios que debe pagar para acceder a aquello que
desea (Van Trijp et al., 1995).

e Uniformidad, estabilidad y almacenamiento: Los productos poco
estables, que requieren de unas condiciones de almacenamiento
y conservacién peculiares suelen tener poco éxito entre la

poblacion.
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Valor nutricional: Existe un nuevo perfil de consumidor cada vez
méas preocupado por el valor cualitativo y dietético de los

alimentos.

3.4.2.2 Propiedades sensoriales

Aspecto
Olor
Aroma y sabor

Textura

3.4.2.3 Caracteristicas del consumidor

Preferencias regionales, por nacionalidad o raza: Est4 claro que
en determinadas zonas existe una especial predileccion por
algunos alimentos, ya sea por tradicion o porque la produccion

es abundante.

Edad y sexo: La edad puede afectar a la preferencia por ciertos
productos: dulces en nifios, salados y amargos en adultos,
mientras que la influencia del sexo depende del producto y de la

cultura a la que pertenezca el individuo.

Religibn y educacion: Se conoce las recomendaciones y
orientaciones, en materia alimenticia, de algunas religiones. Se
trata de una opcion libre y como tal se entiende. En cuanto a la
educacién se convierte en un factor primordial.

Motivacion psicologica: Engloba creencias propias y ajenas,
actitudes y expectativas y se encuentra innegablemente
condicionada por la publicidad.

Motivacion fisiolégica: Incluye determinadas necesidades

fisioldégicas. Es indudable que tener sed o hambre eleva, por
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encima de otras prioridades, la necesidad de adquirir una bebida
0 una comida (Van Trijp et al., 1995).

3.5 Queso:

Es el producto fresco o madurado, sélido o semisdlido, obtenido por la coagulacién
de leche, leche descremada, leche parcialmente descremada, leche en polvo, crema,
crema de suero, 0 suero de mantequilla o una combinacién cualquiera de éstas, por la
accion de cuajo u otros coagulantes apropiados, con o sin aplicacion de calor, y con o sin

la adicién de otros ingredientes y aditivos alimentarios (Jiménez, 1983; Galvez, 1997).

3.5.1 Queso fresco:

Es el producto lacteo sin madurar o madurado, obtenido por la coagulacion,
enzimatica y/o acida de leche, suero de leche, crema o cualquier combinacion de
los mismos, después de drenar el suero formado, con o sin aplicacién de calor, y

con o sin la adicién de otros ingredientes y aditivos alimentarios (Volk, 1997).

3.5.2 Clasificacion
El producto se clasificara de acuerdo a su composicién y caracteristicas

fisicas en los siguientes tipos (Goded & Mur, 1954).

3.5.2.1 Segun el contenido de humedad

e Duro
e Semiduro
e Semiblando

e Blando

3.5.2.2 Segun el contenido de grasa lactea
e Rico en grasa
e Graso
e Semigraso

e Magro
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3.5.2.3 Segun caracteristicas del proceso
e Fresco: Para consumir hasta 10 dias después de su fabricacion.

e Semiduro: Para consumir después de reposar entre 10 y 30 dias
después de su fabricacion.

e Madurado: Para consumir después del tiempo asignado segun el
tipo de queso.

e Madurado por mohos.

e Fundido.

3.6 Naturaleza quimica

La grasa del queso se encuentra principalmente en forma de glébulos con la
superficie cubierta de material proteinico; pero es asi mismo inevitable la presencia de
algunas grasas libres. Durante la maduracién del queso, el glicerol y los acidos grasos
procedentes de grasa neutra se hidrolizan. Los acidos grasos son facilmente perceptibles
por su olor, pero formando parte del todo, estos productos representan una porcion

relativamente pequefia del queso (Potter, 1978; Fox & Cameron, 1999).

Las proteinas de la leche se alteran notablemente; tan pronto como es afadido el
cuajo se inicia la coagulacion. La caseina se transforma en paracaseina, que se une con

el calcio para formar la cuajada (Helen, 1998).

La caseina siendo anfétera, como todas las proteinas, tiene cierta acidez que le
permite separar el metal de un carbonato, liberando el grupo carboénico, para
luego formar sales. Bajo esta forma se encuentra en la leche de vaca
formando caseinato de calcio, en tanto que en la humana se encuentra como

caseinato de sodio o potasio (Potter, 1978; Lehninger, 1993).

El caseinato de calcio se encuentra en la leche en forma de micelas, y cuando este
tipo de coloides precipitan de sus soluciones, dan un coagulo voluminoso que retiene gran
cantidad de liquido. El caseinato de calcio se encuentra asociado a micelas mas gruesas
de fosfato calcico; parece ser que el nucleo lo forma el fosfato rodeado del caseinato, con

lo que adquiere las propiedades del coloide que lo rodea y pierde por ello su estabilidad
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frente a los electrolitos. En el caso clasico de la proteccion de un coloide hidr6fobo por
otro hidrofilo (Garcia et al., 1993).

La coagulacion de la leche depende de la riqueza de ésta en caseina, de la fuerza
del cuajo empleado, cantidad que de éste se emplee, reaccion del medio, riqueza del
suero en metales alcalinos y alcalinotérreos, la proporcion de albumina y globulina,
rigueza en grasa de la leche y existencia o no de un grupo carbénico (Fox & Cameron,
1999).

Los componentes de la fase acuosa de la maduraciéon del queso son de
extraordinaria importancia, son acidos grasos, aminoacidos, aminas, péptidos, lactosa,

sales minerales, bacterias y enzimas en gran cantidad (Helen, 1998).

Las proteinas solubles del suero contienen una gran proporcién de aminoacidos
fluorados, cistina y cisteina. Cuando la proteina se calienta son liberados grupos
sulfhidrilo, seguidos por la formacion de compuestos sulfhidrilicos y de varias sustancias
reductoras. La formacion de sustancias reductoras que acompafian a la descomposicion
de los grupos sulfhidrilo en compuestos sulfhidrilicos, afecta probablemente el crecimiento
de las bacterias productoras de &cido lactico, modificando el potencial de éxido-reduccién
de la leche (Potter, 1978).

Cualquier obstaculo al normal desenvolvimiento de acidos adecuados durante el
proceso de la fabricacién del queso altera las propiedades finales de éste. La formacién
de acido lactico depende hasta cierto punto de las propiedades de la leche ya que ésta es

un excelente medio para el desarrollo de las bacterias lacticas (Fox & Cameron, 1999).

3.7 Elaboracién de quesos
3.7.1 Materias primas y materiales

Para la elaboracién de los quesos no madurados se emplean los siguientes
ingredientes, los cuales deben cumplir con las deméas normas relacionadas o en su

ausencia, con las normas del Codex Alimentarius (Codex Alimentarius, 2001).

e Leche pasteurizada entera, semidescremada o descremada, leche evaporada,

leche en polvo, crema o suero de leche; también se podra emplear leche
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sometida a otros procesos tecnoldgicos y cuyas caracteristicas microbiolégicas
sean equivalentes o mejores que las de la leche pasterizada.

Nota: La leche fresca utilizada para elaborar los quesos frescos no madurados no

debe contener preservantes ni adulterantes.

¢ Enzimas y/o cultivo de bacterias inocuas

e Sal para consumo humano (grado alimentario)

e Aditivos alimentarios autorizados

¢ Cualquier otro tipo de producto de calidad comestible cuyo uso sea reconocido

para la elaboracion de quesos no madurados en sus diferentes tipos.

3.7.2 Aditivos alimentarios

Los aditivos alimentarios deberan cumplir con las normas relacionadas o en

su ausencia, con las normas del Codex Alimentarius (Flores, 1971).

3.7.3 Reguladores del pH
Se podran emplear como reguladores del pH los acidos o alcalis indicados

en la tabla No. 2

Tabla No. 2 Reguladores del pH en queso fresco

Reguladores del pH Dosis maxima en el producto
final
Acido citrico 40 g/kg
Acido fosférico 9 g/kg
Acido acético 40 g/kg
Acido lactico 40 g/kg

Fuente: Marina, 1971
3.7.4 Coadyuvantes de la coagulacién
Se puede emplear como coadyuvante de la coagulacion el cloruro de calcio

en una cantidad méaxima de 0.02 % m/m, con respecto a la leche empleada en la

elaboracion y referido a la sal anhidra (Marina, 1971).
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3.7.5 Estabilizadores

Se puede emplear las sustancias estabilizantes que se indican en la tabla
siguiente, preferiblemente en los casos de queso cottage, queso cottage con
crema y queso crema (Alais, 1984).

Tabla No. 3 Estabilizadores utilizados en la manufactura
de queso fresco

Estabilizadores Dosis méximas en el producto final

Goma del algarrobo

Carboximetil celulosa de Sodio

0.5 %, expresado en masa, solos o

Carragenina mezclados. (Para todos los Estabilizadores)

Goma de avena

Alginatos de sodio y potasio

Alginato de propilenglicol
Goma Xanthan Locus Bean Gum

Fuente: Alais, 1984

3.7.6 Conservadores

Solamente en los quesos no madurados que se presenten rodajados o en
porciones equivalentes a unidades de consumo se podra emplear como
conservador el acido sorbico y/o sus sales de sodio y potasio en una cantidad
maxima de 0.3 % expresado en masa en el producto final y referido a acido sérbico
(Henry, 1981).

3.8 Método tradicional para la elaboracién de queso fresco

Aunque la procedencia de la leche puede ser de diferentes especies animales,
como oveja, cabra y bufalo, la mayor parte de los quesos que se consumen actualmente
proceden de la leche de vaca. Un requisito para la elaboracién de quesos es obtener
leche de buena calidad sanitaria y fisicoquimica. También es necesario que el proceso de
ordefiamiento y todas las manipulaciones posteriores sean efectuadas en condiciones de
higiene adecuadas. La leche debe ser pasteurizada, es decir, sometida a tratamiento
térmico que garantice la destruccion de las bacterias causantes de enfermedad. Una

excepcidn a lo anterior es el queso afiejo, en el cual se permite la utilizacion de leche
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“bronca” o cruda, siempre y cuando el producto sea vendido 100 dias después de su
fabricacion. La razon de lo anterior es que el afiejamiento destruye los organismos
generadores de enfermedades, que pudieran estar presentes en la leche sin pasteurizar
(Compaire, 1986).

3.8.1 Cuajado de la leche

Una vez obtenida la leche, el siguiente paso es el cuajado o coagulacion de
la misma. Para lograrlo se puede recurrir a dos métodos: Mediante
microorganismos 0 a través de la adicién de enzimas de origen animal (cuajo o
fermento). Lo mas comun es hacerlo por medio del agregado del cuajo (Compaire,
1986).

Al afadir el cuajo (en polvo, tabletas o liquido), la principal proteina de la
leche (caseina), se separa del suero o fraccion liquida de la misma. A este
fenbmeno, conocido como precipitacion, se debe la formacion de la cuajada o

coagulo inicial (Compaire, 1986).

Una vez bien mezclado el cuajo, es preciso que la leche quede en perfecto
reposo. De lo contrario la coagulacion se inicia mientras la leche todavia esta en
movimiento, lo cual provoca que el queso sea muy quebradizo. Si la adicién del
cuajo no es uniforme, en la leche, se obtienen quesos con porciones muy duras en
su pasta. Mientras mayor es la acidez de la cuajada, ésta se hace mas elastica
hasta el punto en que el cuajo puede estirarse considerablemente. Si se calienta
puede alargarse en filamentos gruesos. Esta es la caracteristica tipica de los
guesos asaderos y del que se produce en ltalia (Mozarella), el cual es también de

alta elasticidad (Compaire, 1986).

3.8.2 Desuerado

En toda clase de quesos, los coagulos que componen la cuajada, sufren un
fendmeno de sinéresis (encogimiento) a partir de la expulsion del suero retenido
en el mismo. Esta pérdida de agua da mayor firmeza a la cuajada. La combinacion

de la formacibn de la cuajada y el desuerado constituyen procesos de
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deshidratacion o desecacion de la leche que impide la proliferacion inicial de
bacterias y favorece la conservacion del producto.

La eliminacion de humedad durante el proceso determina y condiciona la
consistencia final del queso, su contenido de lactosa y por lo tanto de
acido lactico, con sus posteriores repercusiones fisicoquimicas y microbiol6gicas
(Compaire, 1986).

Los quesos no madurados (caracterizados por su alta humedad), se
obtienen a partir de cuajadas muy poco desueradas y es por esta razén que son
muy vulnerables a la accion de las bacterias, hongos y levaduras que pueden
originar tanto la descomposicién del queso, como producir efectos dafinos en la

salud del consumidor (Compaire, 1986).

3.8.3 Salado

Salvo muy raras excepciones a todas las variedades de queso se le afiade
sal en alguna de las etapas de su elaboracion. Los métodos mas frecuentes de
aplicacion consisten en poner el queso fresco en una salmuera fuerte o en frotar
su superficie con sal seca. La concentracion de este ingrediente en el producto
depende de la sal en la salmuera, el tiempo y temperatura de exposicion, la
relacién de la superficie con el volumen del queso, asi como su contenido de
humedad. La sal influye en el sabor del queso, elimina suero de la cuajada y
contribuye a regular la humedad y la acidez. También ejerce un control sobre el
crecimiento de los microorganismos indeseables, pues regula la microbiota del

gueso (Compaire, 1986).

La cuajada, una vez salada, constituye el queso en bruto. Ya desuerado se
presenta como una masa blanquecina, insipida y semiconsciente. A excepcion de
los quesos frescos, las distintas variedades son sometidas a un proceso de
maduracion, en el que adquieren el sabor, olor y otras caracteristicas propias de

estos productos (Compaire , 1986).
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3.8.4 Conservacion del queso

Para su perfecta conservacion, los quesos deben estar en una atmosfera
hameda, bien aireada y una temperatura que oscila entre 6 y 10°C. Los quesos de
pasta, dura (machengo, roncal, gruyére, etc.). Pueden guardase al aire libre, en
un lugar fresco, excepto en las épocas mas calurosas del afio (Benenson, 2000).

Debido a su alto contenido de humedad, el queso suave se mantiene en
buen estado por un corto periodo. Una practica bastante comun resulta mezclar
hasta un 10% de sal en la cuajada, o que permite extender su periodo de

conservacion y mejorar su sabor (De Ledn, 1999).

Para conservar el queso en tiempo de calor, el mejor recurso es la
refrigeracion, se debe de tener especial cuidado en el control de temperatura y
humedad. Los quesos frescos y de capas, deben de envolverse cuidadosamente
con papel de estafio o plastico, para evitar que se sequen (Manual Codex

Alimentarius).

El empacado del producto, juega un papel muy importante, cumpliendo la
funcion de proteccion del producto desde el momento de ser envasado hasta su
consumo final, soporta el manipuleo de la carga, descarga, transporte y

almacenamiento del mismo (Benenson, 2000).

3.9 Normas y especificaciones de calidad

La Comisibn Guatemalteca de Normas (COGUANOR) es la encargada de
encauzar debidamente la industrializacion y el comercio de alimentos y de otros
productos, logrando asi un mayor desarrollo de nuestra economia, partiendo del concepto
de que las normas son un instrumento publico al servicio de la nacion (Normas
COGUANOR).

COGUANOR en la norma NGO 34 197, define al queso como producto lacteo sin
madurar o madurado, obtenido por la coagulacion enzimética y/o acida de la leche, suero

de la leche, crema o cualquier combinacion de los derivados lacteos, después de drenar
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el suero formado con o sin aplicacion de calor, y con o sin la adicién de otros aditivos

alimentarios.

Segun COGUANOR, el queso no madurado (queso fresco) puede ser moldeado o
no, escaldado o no, prensado o0 no, y que inmediatamente después de las etapas de
desuerado y salado, queda listo para el consumo y por lo general no son agregados

cultivos lacticos (Jiménez, 1983).

El Codex Alimentarius define al queso como el producto blando, semiduro, duro,
madurado o no madurado, y que puede estar recubierto, en el que la proporcion entre las
proteinas del suero y la caseina no sea superior a la de la leche. Se entiende por queso
sometido a maduracion, el queso que no esta listo para el consumo poco después de la
fabricacion, sino que debe mantenerse por cierto tiempo a una temperatura y en unas
condiciones tales que produzcan los cambios bioquimicos y fisicos necesarios y

caracteristicos del queso en cuestion.

Se entiende por queso madurado por mohos un queso curado en el que la
maduracion se ha producido principalmente por consecuencia del desarrollo caracteristico
de mohos por todo el interior y/o sobre la superficie del queso. Se entiende por
gueso sin madurar el queso que esta listo para el consumo poco después de su
fabricacion (Goded & Mur, 1954).

Desde el punto de vista fisicoquimico el queso es un sistema tridimensional tipo
gel, formado basicamente por la caseina, integrada en un complejo caseinato-fosfato-
calcico-magnésico, el cual por coagulacion forma una masa que engloba los glébulos
grasos, algunos minerales, vitaminas, lactosa y otros componentes de la leche que se
mantienen absorbidos en el sistema 0 en solucion en la fase acuosa retenida (Henry,
1981).

3.9.1 Caracteristicas generales del queso fresco
Los quesos no madurados deberan ser elaborados con ingredientes

limpios, sanos, libres de contaminacion y de insectos en cualesquiera de sus

etapas evolutivas, asi como de cualquier defecto que pueda afectar su
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comestibilidad, el buen aspecto del producto final para una conservacion adecuada
del mismo; los quesos no madurados deberan ser elaborados y envasados bajo
estrictas condiciones higiénicos sanitarias (Jiménez, 1983).

3.9.2 Caracteristicas sensoriales del queso fresco
La apariencia, la textura, el color, el olor y el sabor de los quesos nho
madurados deberan ser los caracteristicos para el tipo de queso que corresponda

y deberéan estar libres de los defectos indicados a continuacion (Henry, 1981).

o Defectos del sabor: fermentado, rancio, agrio, quemado, o cualquier otro

sabor anormal extrafo.

o Defectos en el olor: Fermentado, amoniacal, fétido, rancio, mohoso, o cualquier

olor anormal o extrafio.
o Defectos en el color: Anormal; no uniforme, manchado o moteado, provocado
por crecimiento de mohos o microorganismos que no correspondan a las

caracteristicas del queso de que se trate.

e Defectos en la textura: No propia o con cristales grandes de lactosa con

consistencia ligosa acompafiada de olor desagradable

o Defectos en la apariencia: No propia, con cristales grandes de lactosa, sucia o

con desarrollo de mohos u otros hongos.

3.9.3 Caracteristicas quimicas del queso fresco

El producto deberd cumplir con las caracteristicas quimicas

especificadas en la tabla No. 4
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Tabla No. 4 Caracteristicas quimicas del queso fresco

Tipo de queso ho madurado Humedad % en Grasa lactea, % en
masa, maximo masa, en base himeda
Queso cottage 80.0 No mayor de 2.0
Queso cottage con crema 80.0 No menor de 4.0
Queso quark 80.0 No mayor de 8.0
Queso quark en grasa 60.0 No menor de 18.0

Queso ricotta (elaborado

80.0 No menor de 0.5 (*)
solamente con suero de leche)
Queso crema 65.0 No menor de 24.0
Queso fresco, bajo en grasa 70.0 No mayor de 1.2
Queso fresco 70.0 No menor de 1.23
Queso de capas 45.0 No menor de 1.4
Queso duro 39.0 No menor de 9.0
Queso mozarella 60.0 No menor del8.0

Fuente: Henry, 1981
3.10 Estudios previos

Oliva (2011), realiz6 una investigacion sobre el Fraccionamiento bioguiado vy
tamizaje fitoquimico de extractos hexanicos, de acetato de etilo y cloroformo de laurel:
Litsea glaucescens HBK y Litsea guatemalensis Mez con el objetivo de evaluar la
actividad antioxidante, antibacteriana y composicién quimica de dos especies comerciales
de laurel en Guatemala concluyendo que los extractos que presentaron mayor actividad
antibacteriana contra M. smegmatis son los cloroférmicos para ambas especies,
presentando una concentracion inhibitoria minima de 0.25 mg/mL para L. guatemalensis y
0.50 mg/mL para L. glaucescens. El extracto de acetato de etilo L. glaucescens present6

actividad antioxidante con un Clso de 0.3093 mg/mL.

Lépez (2008), realiz6 la siguiente investigacion titulada: Determinacion de
Salmonella spp. en queso fresco y de capas producido artesanalmente y distribuido en el
mercado la terminal zona 4, uno de sus objetivos era establecer por medio de analisis
microbiol6gico la presencia y/o ausencia de Salmonella spp. en queso fresco y de capas
producido artesanalmente y distribuido en el mercado de la Terminal. Por lo que concluyé
por medio de un analisis microbiol6gico, que las muestras de queso fresco y de capas
producido de forma artesanal y distribuido en el mercado la Terminal, registraron ausencia

de Salmonella spp.
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Hernandez (2007), determin6 que la infusion al 10% de las hojas de L.
guatemalensis no presentd actividad antiinflamatoria a dosis de 750 y 1000 mg/Kg de

peso corporal in vivo.

Barrios (2006), realizé la evaluacion y mejoramiento de la calidad microbiologica
de queso fresco a base de leche no pasteurizada, elaborado artesanalmente y
comercializado en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de
San Carlos de Guatemala, con el objetivo de establecer la calidad microbiolégica de los
quesos frescos, elaborados artesanalmente y expendidos por la Unidad de
Comercializacion de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de
San Carlos de Guatemala. Con lo antes mencionado se concluy6 que la pasteurizacion
que se implementd durante el proceso de elaboracion del queso fresco (82°C/4min)
permitié disminuir los recuentos microbiol6gicos en producto final a limites aceptables por
los parametros sugeridos por la ICMSF y la norma COGUANOR NGO-34-197.

Segun Ortiz (2005), los componentes mayoritarios para el aceite esencial de Litsea
glaucescens son:1,8-cineol (62.60%), linalol (8.23%), nerolidol (5.92%), terpinen 4-ol
(5.30%) y limoneno (4.62%) para la region R1, Parramos, Chimaltenango; linalol
(17.95%), nerolidol (19.52%) y limoneno (39.88%) para la regibn R2, San Lucas
Sacatepéquez y 1,8-cineol (44.76%), linalol (29.77%), acetato de a-terpinilo (11.44%) para

la regiébn R3, Matanzas, San Jer6nimo, Baja Verapaz.

Valverdu (2003) reporta la composicién del aceite esencial de las hojas de Litsea
guatemalensis, indicando que los componentes mayoritarios son: 1,8-cineol (26.8%), a-
terpineol(14.5%), linalol(10.8%) y terpinen-4-0l(6.8%), estudio realizado en México con
materia prima de la region. Se observa que la composicion quimica del aceite esencial de

Litsea guatemalensis depende de la region de procedencia de la materia prima.

Determinacion de la Contaminacién por Listeria monocytogenes en Quesos de
Producciéon Comercial en Guatemala Usando el Método USDA”, realizado en 1,997 en la
Escuela de Quimica Biolégica (Galvez, Erick). En esta tesis se demostré que la mayoria
de los quesos frescos muestreados estaban contaminados con Listeria monocytogenes lo
cual indica que estos productos no estan siendo elaborados con normas asépticas o que

no son almacenados a la temperatura adecuada



31

Otro estudio microbiolégico en productos lacteos es la tesis “Determinacion en
Cremas y Quesos no Madurados de Coliformes y Staphylococcus aureus, basandose en
las Normas COGUANOR Vigentes”, la cual se elabor6 en 1,993 en la Escuela de Quimica
Bioldgica (Castillo, Roberto). En los resultados de este estudio se obtuvo que la mayoria
de cremas y quesos frescos no cumplen con la normas GOGUANOR para

2 - .
Staphylococcus aureus, ya que presentan mas de 10 microorganismos por cada gramo
de producto, ademas tampoco cumplen con las especificaciones del Codex Alimentarius
para Coliformes fecales ya que el maximo permitido es de 10,000 microorganismos por

cada gramo de alimento.
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4. JUSTIFICACION

En la actualidad el estudio de las plantas medicinales ha ganado protagonismo en
el d&mbito cientifico de Guatemala debido al amplio uso que se les puede dar a las
mismas. El laurel es una planta ampliamente utilizada como condimento en la cocina
guatemalteca y ha demostrado interesantes propiedades tales como antioxidante y
antibacteriana. Previamente se han realizado estudios en donde los extractos etandlicos y
aceites esenciales de las dos especies de Guatemala, L. guatemalensis y L. neesiana,
han demostrado estas actividades por lo que es necesario comprobar in vitro si se
mantienen dichas actividades para ser utilizados como prototipos de preservantes

naturales en el queso fresco.

Con esta investigacion se generara informacion valiosa en la caracterizacion de la
flora nativa guatemalteca y la diversidad de su uso con el fin de potenciar su cultivo

sostenible en caso de mostrar alguna actividad promisoria.
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5. OBJETIVOS

5.1 General

Evaluar la actividad antioxidante Yy antimicrobiana de los extractos y aceites
esenciales de dos especies de laurel, L. guatemalensis y L. neesiana para ser

utilizado como un posible preservante natural en queso fresco.

5.2 Especificos
5.2.1 Determinar la actividad antioxidante en extractos y aceites de laurel,

L. guatemalensis y L. neesiana.

5.2.2 Determinar la actividad antimicrobiana en extractos y aceites de laurel,
L. guatemalensis y L. neesiana contra cepas contaminantes de alimentos como

un posible preservante natural en queso fresco.

5.2.3 Evaluar las caracteristicas organolépticas del queso fresco agregando

extracto y aceite de laurel, L. guatemalensis y L. neesiana.
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6. HIPOTESIS

Al menos un extracto o aceite esencial de laurel, L. guatemalensis, y L. neesiana
presentan actividad antimicrobiana o antioxidante para ser utilizado como preservante

natural en queso fresco.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Universo:
7.1.1 Universo: Dos especies de laurel: (L. guatemalensis y L. neesiana.)

7.1.2 Muestra: Infusion, aceite esencial y extracto etandlico de dos especies del

laurel L. guatemalensis y L. neesiana.
7. 2. Medios:

7.2.1 Recursos Humanos:

7.2.1.1 Autor: Br. Gerber Antonio Solorzano Campos
7.2.1.2 Asesora: Sully Cruz Ph.D.
7.2.1.3 Revisora: Licda. Julia Amparo Garcia Bolafios M.A.

7.2.2 Recursos Institucionales:

e Biblioteca Central de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
e Biblioteca de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia -CEDOF- de la
Universidad de San Carlos de Guatemala.

e Laboratorio del Departamento de Farmacognosia y Fitoquimica de la Facultad de

Ciencias Quimicas y Farmacia.
e Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT).
7.3 Materiales:

7.3.1 Materiales y equipo:

7.3.1.1. Extraccion continua por percolacion

Percolador de acero inoxidable

Balanza

Algodon

Papel filtro
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Vasos de precipitar

Erlenmeyers

7.3.1.2. Concentracién usando evaporador rotatorio

Rotavapor

Balén de evaporacion

Condensador

Bomba de vacio

Refrigerante

Baldn de colecta

Sistema de enfriamiento o circulacion de agua
Balon de 1000 mL

7.3.1.3 Extraccion del aceite esencial

Destilador tipo Neoclevenger (manta de calentamiento, destilador, balon
de fondo redondo de 1000 mL y refrigerante)

Sistema de enfriamiento o circulaciéon de agua

Micropipetas

Bulbo

Viales

7.3.1.4. Actividad antimicrobiana in vitro

Stahphylococcus aureus

Salmonella tiphy

Bacillus cereus

Escherichia coli

Agar Muller-Hinton

Asa de nicromo

Autoclave

Cajas de petri cuadriplate 100x15mm.
Incubadora a 36 °C

Pipetas automaticas

Puntas amarillas de 200 uL
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Puntas azules de 100 pL

Refrigeradora

Tubos de tapon de rosca de 15 mL

7.3.1.5 Actividad antioxidante por el método micrométrico 2,2-difenil-2-
picrilhidracilo (DPPH)

Extractos vegetales

e Balanza analitica

e Espatula

e Beacker

e Microplacas 96 pozos

e Embudo

e Papelfiltro

e Papel aluminio

o Vortex

e Sonificador

e Lector de placas ELISA
e Pipetas automaticas de 20uL, 200uL, 1000 pL

7.3.2 Reactivos
e Etanol al 50%
e Etanol al 95%
e Solucion Salina
e Metanol
e 1,1-difenil-2-picrilhidracilo (DPPH)

e Agua desmineralizada

7.4 Métodos:

7.4.1 Preparacion de la muestra

e El material vegetal de la especie de L .neesiana fue colectada en
ladero del volcan de Acatenango y la especie L. guatemalensis por ser

una especie comercial fue adquirida en la distribuidora Juanitas.
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Ambas especies se depositaron en el Herbario de Laboratorio Farmaya,
el numero de vaucher para la especie L. neesiana es CFEH 1,384 y
para la especie L. guatemalensis es CFEH 1,385. Después de colectar
ambas especies se secan a una temperatura de 40°C por medio de un
horno de conveccion forzada, la humedad de la materia vegetal no

debe exceder mas del 10%.

7.4.2 Extraccién continla por percolacion con etanol al 95%

Colocar en la punta del percolador un pedazo de algodén adecuado, de
manera que sirva de filtro. Cortar un pedazo de papel filtro de forma
circular y colocarlo cubriendo el fondo del percolador.

Luego tapar la punta del percolador con un tapén plastico.

Agregar la tercera parte de la cantidad pesada de materia vegetal seca
y cubrir con etanol al 95 por ciento.

Verificar que no queden burbujas y si las hay, hacer presién con una
espatula para desaparecerlas.

Agregar el resto de material vegetal seco y cubrir nuevamente con
etanol al 95 por ciento, repetir el paso anterior.

Rotular el percolador con el nombre cientifico de la planta, nombre
comun, fecha y peso. Dejar reposar por 12-24 horas para que
reaccione.

Retirar el tapén plastico y dejar gotear hasta que salga todo el
disolvente.

Agregar el disolvente recuperado a la materia en extraccion en el
percolador, repetir esta operaciéon cinco veces antes de comenzar a
concentrar en rotavapor.

Pasar el disolvente recogido al balon de rotavapor para concentrar.
(Molina, 2005)

7.4.3 Concentracion en evaporador rotatorio

Encender el bafio Maria y llevar la temperatura a 40°C + 1°C.
Lubricar con silicon todas las bocas esmeriladas y armar el rotavapor
segun el instructivo especifico.

Succionar la solucién obtenida del percolador.
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e Conectar la bomba de vacio y el rotavapor e iniciar la destilacion del
extracto con recuperacion del disolvente hasta llevar a consistencia
semisdlida.

e Verter el extracto concentrado en una caja de Petri de vidrio
debidamente tarada y rotulada.

e Cuando el extracto tenga consistencia sélida, pasar a Vviales
debidamente tarados y rotulados.

e Calcular el rendimiento del extracto y guardar en viales o recipientes
herméticos a 4°C.

e Calcular el rendimiento del extracto y guardar a 4°C.
(CYTED, 1993; Kuklinski, 2000; Sharapin; 2000 Molina 2005).

7.4.4 Obtencion de aceites esenciales por hidrodestilacion en Neoclevenger

o El material vegetal seco fue tamizado y posteriormente colocado en un
balon de 1000 mL, humedeciéndolo con agua destilada.

e Seguidamente se colocd sobre una manta eléctrica y al sistema de
destilacion tipo Neoclevenger.

e ElI aceite destilado se recoge en un solvente organico como
N-pentano y Hexano.

o El aceite destilado y el solvente organico se agregan en viales, luego se
colocan en bafio Maria para evaporar el solvente organico.

o El aceite obtenido se almacena en congelaciéon hasta su utilizacién
(Farmacopea Europea, 2001).

o Realizar las repeticiones necesarias hasta obtener la cantidad de aceite

necesaria para evaluar la actividad antimicrobiana (Solis et al., 2005).

7.4.5 Microextracion en fase soélida

e Pesar 2 gramos de la muestra vegetal.

e Luego agregar estos dos gramos en un vial de 5 mL. Con tapén de
rosca provisto de un septa Politetrafluoretiieno y Siliconona
(PTFA/Silicona).

e Colocar cada vial en un calentador de blogue regulado a 50°C por 30

minutos.
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e Para adsorber las aromas se debe utilizar una fibra de extraccion en
fase solida Divenilbenzeno/Polidimetilsiloxano/Carboxeno
(DVB/CAR/PDMS) Stableflex 2 Cm. (Supelco).

e Con la ayuda de una jeringa se inserta la fibra a través de la septa del
vial y se expone durante 5 minutos. Antes de extraer la jeringa del vial
se guarda la fibra dentro de la aguja.

e Luego desorber los aromas captados en la fibra se introduce la jeringa
en el puerto de inyeccion del cromatografo de gases.

o Exponer nuevamente la fibra durante 3 minutos. Al flujo de gas, luego
se extrae la jeringa.

e Las condiciones de trabajo deben ser las siguientes: Temperatura inicial
de 60°C, seguido por una rampa de 3°C/minuto hasta alcanzar los
246°C. luego mantener un flujo constante de 1.02 mL/min de gas

acarreador.
7.4.6 Tamizaje antimicrobiano

¢ La medicién de esta actividad se realizara por métodos de diluciéon que
sirve tanto para el tamizaje como para determinar la concentracion
inhibitoria minima (CIM) gque se requiere del agente antimicrobiano para
inhibir al microorganismo. La CIM es la concentracion més baja en el
que no hay crecimiento visible en agar (placa) esta basado en el
descrito por Mitscher et al., 1972.

e Se mide por crecimiento de bacterias inoculadas en superficie de
medios conteniendo moléculas bioactivas.

e Se realizara una distribuciobn homogénea del compuesto en el agar que
consiste en preparar cajas de Agar Muller- Hilton (AMH) con 0.1 mg/mL
de extracto (AMH-E).

e Inocular las bacterias en caldo por 24 horas a 36°C.

e Diluir 1:100 en agua destilada estéril.

e Inocular con estrias por cuadruplicado con error (<0.05) en la superficie
de AMH-E e incubar a 36°C por 24 horas.

e Se evaluara el crecimiento de bacterias (-) o su inhibicién (+).

o Para la CIM se usan diluciones decrecientes (1, 0.5 y 0.25 mg/mL), se

consideran positivos los extractos activos a concentraciones < 1 mg/mL.
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e EI tamizaje debe efectuarse con las diferentes cepas de

microorganismos.

7.4.7 Tamizaje antimicrobiano en disco

La técnica esta basada en el método de Kirby-Bauer. Este método de
difusién en disco o en pozo fue estandarizado y es actualmente recomendado por
el Subcomité de Ensayos de Susceptibilidad por sus siglas en inglés NCCLS. El
método se basa en la relacion entre la concentracion del aceite esencial necesaria
para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicion de crecimiento en la

superficie de una placa de agar con un medio de cultivo adecuado.

e Agregar en una caja petri el agar Mueller Hinton o agar tripticasa soya, ya
gue sus componentes facilitan el crecimiento de diferentes cepas bacterianas y

mayor difusion de las muestras.

e La concentracion de bacterias usada para el estudio de susceptibilidad en el
laboratorio ha sido estandarizado en 5 x 10° unidades formadoras de colonias
(UFC)/mL, lo cual equivale a un patron de 0.5 en la escala de Mac Farland. Es
recomendable tomar el inéculo de cultivos en la fase exponencial de
crecimiento y siempre tomar 4 6 5 colonias de un cultivo puro para evitar

seleccionar variantes atipicas.

e Luego sembrar homogéneamente con la bacteria a ensayar y sobre la cual se
ha depositado un disco de papel filtro de 6 mm. de diametro impregnado de

aceite esencial a una concentracion de 10 pL.

o Presione cada disco firmemente para asegurar el contacto completo con la

superficie de agar.

e Incubar 35°C por 16 a 18 horas.

e Para medir las zonas de inhibicion desde la parte posterior de la placa usando
luz reflejada se debe sostener la placa unos pocos centimetros sobre una

superficie de color negro que no refleje la luz.
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e Luego se mide redondeando al milimetro mas cercano con una regla o un
calibrador la luz reflejada es usada para Enterobacteriaceae, como E. coli,
otros bacilos GRAM negativos, estafilococos y enterococos (excepto para

oxacilina y vancomicina).

e Si la concentracion de 10 pL de aceite esencial impregnada en los discos
presentan un halo inhibitorio se procederd a determinar la

concentracion inhibitoria minima (CIM) (Mitscher et al., 1972).

7.4.8 Determinacibn de la actividad antioxidante por medio del método
Micromeétrico DPPH.

e Preparacion de solucién madre

Pesar 20mg de extracto seco y agregar 1mL de metanol absoluto luego
introducirlo en el sonificador por 30 minutos, para obtener la solucién madre. De

esta solucion madre preparar una serie de diluciones ver tabla No. 5

Tabla No. 5 Serie de diluciones de la solucion madre

Muestra | Metanol Dilucién Concentracion
No. (BL) (ML) (mg/mL)
D-1 50 200 0.2 4
D-2 100 150 0.4 8
D-3 150 100 0.6 12
D-4 200 50 0.8 16
D-5 250 | - 1 20

Fuente: Mitscher et al., 1972

e Solucion de 2,2-difenil-1-picril-hidracilo (DPPH) 150uM en metanol

Pesar 1.7 mg de reactivo de DPPH y disolver con metanol hasta un
volumen de 25 mL en un balén aforado. Agitar la solucion y conservar en un
recipiente ambar. Por ser una solucion inestable, se recomienda preparar la

solucion en mismo dia que se va a emplear, preparando Unicamente lo necesario.



e Preparacion de los pozos de reaccion:

Utilizar microplacas de 96 pozos de fondo plano. Los pozos a utilizar deben
ser nuevos. La preparacion de las placas se realiza bajo luz indirecta, tratando de

proteger la reaccién de la luz, la cual puede degradar la vitamina C. (Todas las

mediciones de volumen se realizan con pipetas automaticas). Ver tabla No. 6

Tabla No. 6 Preparacion de los pozos de reaccién

Reactivo Muestra Metanol Solucién de
Pozo DPPH (150pM)
Blanco Control 220 pL
Control 20 L 200 pL
Blanco de la muestra 20 pL 200 pL
Ensayo 20 pL 200 pL

Fuente: Mitscher et al., 1970

¢ Distribucion en la placa

En una misma placa se pueden leer cuatro muestras distribuyéndolas
adecuadamente, en la fila horizontal se colocan las repeticiones (A-C, F-H) y
blanco de cada muestra (Columna D y E); y en la fila vertical se colocan cada una
de las diluciones de ensayo (1-5, 8-12). En la fila 6A y 6H va el blanco del control;

en la fila 7A 'y 7H va el control. Observar el siguiente esquema de distribucién de

muestras en una microplaca.




Rl1 R2 R3 R3 R2 Rl
H|G|F| E D |Cc|B|A
D-1 |1 BMx | BMx 1
D-2 | > BMx | BMx 2
D-3 | 3 BMx | BMx 3
D-4 | 4 BMx | BMx 4
D5 | 5 BMx | BMx 5
6 | BC BC | 6
7 | cc cc| 7
D-1 | g BMx | BMx 8
D-2 | g BMx | BMx 9
D-3 |10 BMx | BMx 10
D-4 111 BMx | BMx 11
D-5 112 BMx | BMx 12
H|G|F| E D |Cc|B|A
Rl R2 R3 R3 R2 Rl

D-2
D-3
D-4
D-5

D-1
D-2
D-3
D-4
D-5

D = Diluciones de muestra, R = Repeticiones, BMx = Blanco de Muestra

BC = Blanco control, CC = Control
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e Para calcular el porcentaje de inhibiciébn de cada uno de los pozos de reaccién

se utiliza la siguiente férmula:

Absorbancia del control — Absorbancia del ensayo * 100 = % Inhibicién

Absorbancia
del control

Absorbancia
del ensayo

= Absorbancia del Control — Absorbancia del blanco control

= Absorbancia del Ensayo — Absorbancia del blanco respectivo

Absorbancia del control
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Luego con los valores de porcentaje de inhibicion y concentracién de cada
dilucion se elabora una grafica lineal; esperando que valores de porcentaje de
inhibicion se encuentren entre el 60-70%. La ecuacion de la recta debe tener un r?

entre 0.97-0.99, para que la corrida sea aceptada.

Si no se cumple con un porcentaje de inhibicién ente 60-70% y un r? entre
0.97-0.99, repetir el ensayo preparando otras diluciones (si la muestra esta muy
concentrada) y controlando el pipeteo para mejorar el r?

Ya con una buena ecuacion de regresién lineal determinar la concentracion

inhibitoria media, segun la siguiente férmula:

Clso: 50 % - pendiente
Intercepto

7.4.8 Andlisis de Durabilidad

Para este andlisis se cuantificdé el crecimiento bacteriano en términos de
unidades formadoras de colonia (UFC/g), a fin de establecer el periodo de vida util
(dias) del queso fresco con los diferentes tratamientos aceite esencial, infusion y
extracto etandlico de las dos especies de laurel en estudio y los cambios

organolépticos.

7.4.9 Analisis Sensorial

Para realizar el andlisis sensorial al queso fresco se le present6 al jurado
cinco muestras de queso fresco intercalando en cada dos muestras un pedazo de
galleta soda y agua pura para limpiar el paladar de los jueces. La primera muestra
de queso fresco con Aceite esencial de laurel (L. guatemalensis), segunda
muestra queso fresco con infusién de hojas de laurel (L. guatemalensis), tercera
muestra queso fresco con extracto etandlico al 95% (Litsea guatemalensis), la
siguiente muestra queso fresco con infusion de hojas de laurel (L. Neesiana) y por

ultimo queso fresco con extracto etanolico al 50% (L. neesiana).
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Para los resultados obtenidos en el andlisis sensorial del queso fresco se
evalué por medio del test de aceptabilidad el cual se aplica para conocer la
reaccion de un consumidor frente a un alimento; este tipo de test es de caracter
afectivo o subjetivo ya que miden el grado en que gustan o disgustan las
preparaciones o productos por ello se dice que son pruebas de criterio personal.
La aceptabilidad se puede evaluar en escalas que se presentan en una ficha
junto con el nombre de la preparacion a evaluar, la fecha y algunas veces el sexo,
edad o lugar de origen del consumidor ya que esto servira posteriormente cuando
se realice tabulacion de datos. Las escalas que se utilizaron para evaluar la

aceptabilidad se denominan escalas hedonicas, y puede ser las siguientes:

¢ Me disgusta mucho MDM
e Me disgusta MD

o No me disgusta NMD

e Me gusta MG

¢ Me gusta Mucho MGM

7.5 Disefio de lainvestigacion:

Para analizar el estudio in vitro del extracto y aceite esencial de las dos especies
de laurel, L. guatemalensis y L. neesiana se utiliz6 como disefio estadistico un disefio de
bloques completos al azar, con cinco réplicas con un nivel de significancia (a) de 0.05 los
blogues seran las cajas de petri con una dilucién de agar planta, en cada una de las cajas
de petri se realiz6 una estria con las siguientes bacterias Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella y Shigella en un orden aleatorio para evaluar el crecimiento o la

inhibicion del mismo.

Para el andlisis del disefio de bloques completos al azar antes descrito se realizd

la prueba de hipotesis binomial con un nivel de significancia (a) de 0.05.

Ho: p = 0.5 existe un crecimiento bacteriano en las cajas de petri con agar planta por lo
tanto el extracto como el aceite esencial no tienen actividad bactericida.

Ha: p > 0.5 No existe un crecimiento bacteriano en las cajas de petri con agar planta por
lo tanto el extracto como el aceite esencial si tienen actividad bactericida.
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Se espera que con las cinco réplicas obtenidas todas tengan un efecto inhibitorio
para poder rechazar la hipétesis nula Ho.

Para evaluar las caracteristicas organolépticas del queso fresco se realiz6 un
estudio ciego en el cual los treinta jueces participantes degustaron sin saber que
tratamiento previo tienen las cinco muestras de queso fresco. El analisis estadistico que
se aplicé a las respuestas obtenidas por los jueces es una escala ordinal por medio de la

prueba de Friedman.
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8. RESULTADOS

Para determinar la actividad antioxidante se utilizd el extracto etandlico de las dos
especies de hojas en estudio y el aceite esencial de la especie L. guatemalensis segun el
cuadro No.l1 se realizaron dos tipos de analisis un cualitativo y otro cuantitativo, en el
primer analisis se determiné por medio de una cromatografia en capa fina con revelador
del radical libre 2,2-difenil-1- picrilhidracilo (DPPH) este andlisis se determina segun la
intensidad de decoloracion del radical DPPH por lo tanto la especie que presentdé mayor
actividad antioxidante es L. neesiana. El andlisis cuantitativo se evalué por medio del
método micrométrico con revelador DPPH, de las dos especies de hojas de laurel, la que
report6 mayor actividad antioxidante por tener un coeficiente de inhibicion Clso menor a 1

es la especie de L. neesiana y una desviacion estandar de +0.01.

Cuadro No.1 Determinacion de la actividad antioxidante
de los extractos etandlicos de laurel y aceite esencial de Litsea guatemalensis

Tipo de Analisis
Analisis Cualitativo por Analisis Cuantitativo
medio de Cromatografia | Micrométrico con revelador
Cadigo Muestra en capa fina con DPPH
revelador DPPH
*Actividad Antioxidante Clso (mg/mL)
Litsea
LGA guatemalensis ++
Aceite
Litsea +4
LGE guatemalensis 0.675+0.009
Extracto
Litsea
LNE neesiana +++ 0.290+0.01
Extracto
Vitamina C +++ 0.0896+0.01
Trolox +++ 0.1180+0.0008
ESTANDARES TBHQ +++ 0.114740.007
Rutina +++ 0.16714+0.0062
Quercitina +++ 0.0749+0.0004

Fuente: Datos experimentales.

*La actividad Antioxidante por CCF se determina por la intensidad de degradar el
revelador DPPH en +++ Fuerte, ++ Medio, + Leve.

** | a diferencia de medias entre ambas especies es de 0.35 con intervalo de confianza
IC 95% numero de muestra n =3/3.
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Se realizé un analisis de microextracion en fase sélida (Fibra) por cromatografia en
gases, tomando como referencia las siguientes condiciones del método ADAMS:
Temperatura del inyector 220°C, Columna J&WDB-5 X 30 metros de largo con un
diametro interno 0.25 um. Temperatura inicial de 60°C, seguido por una rampa de
3°C/minuto hasta alcanzar los 246°C. Luego se mantuvo un flujo constante de 1.02
mL/min de gas acarreador.

Por medio de este analisis se determin6 que la hoja de L. guatemalensis presentd
8 componentes como se observa en el cuadro No. 2, de estos 8 componentes los
mayoritarios son: Eucaliptol, - mirceno y y- Terpineno. Para la especia L. neesiana fue
D-Limoneno seguido del B-pineno.

Cuadro No. 2 Caracterizacién quimica de dos especies de hojas de laurel
por medio del método de microextraccién en fase sélida (Fibra) por
cromatografia de gases

Muestra Muestra
Hoja de L. guatemalensis Hoja de L. neesiana
TR % de IR IR Tipo de TR % de IR IR Tipo de
min. area | Teorico | Experim Compuesto min. area Tedrico | Experim Compuesto
ental ental
4.909 1.11 939 681 a-pineno 7.525 | 69.00 1029 1155 D-Limoneno
5.978 | 0.57 979 1015 B-pineno 8.516 1.38 1060 1082 y-Terpineno
6.360 | 4.96 989 1024 B- mirceno 12.010 | 1.61 979 1177 B-pineno

7.138 2.02 1002 1045 4-Carene

7.443 0.69 1026 1053 O-Cimeno

7.588 | 64.99 1031 1157 Eucaliptol

8.521 3.99 1060 1082 y- Terpineno

13.17 1.16 1177 1195 Terpinen-4-ol

*Se tomaron como metabolitos representativos en el aceite esencial de ambas especies, aquellos
gue mostraron una similitud mayor al 90% comparados con la base de datos NIST 05 a.L. Segun el
espectro de masas analizado y reportaron un porcentaje de area mayor a 0.5.

Fuente: Datos experimentales obtenidos en la universidad del Valle de Guatemala




Los datos que se observan en el cuadro No. 3 son los resultados de las cinco repeticiones en diferentes concentraciones de las
infusiones de las dos especies de laurel en estudio, donde se determind que las infusiones no presentaron actividad antibacteriana
contra las bacterias méas frecuentes en el queso fresco. Ver imagen en anexo No. 7 fotografia No. 7

Cuadro No. 3 Determinacion de la actividad antimicrobiana
de lainfusién de dos especies de laurel

Muestra
Litsea guatemalensis Litsea neesiana
No. Repeticiones No. Repeticiones
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

((:;)n[c);evr)]tramones 05/1|25/05|1]25]05|1]|25/05|1|25[05[1]25]05|1|25/05|1|25[05]1]|25]/05(1|25(05[1|25
Shigella S e e e e B e e N Il B B IR IR I IR R R B I I I I B B
E. coli e e e e e B e e N I N R N IR I I IR R TR B I IR R I AR B S I
S. aureus S e e e e B e e N Il B B IR IR I IR R R B I I I I B B
Salmonella S e e e e B e e N Il B B IR IR I IR R R B I I I I B B

Fuente: Datos experimentales. * (+) = Inhibicion, (-) = No hay inhibicién

0s
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El cuadro No. 4 presenta los resultados obtenidos de la actividad antimicrobiana del

extracto de laurel L. guatemalensis y L. neesiana contra las siguientes bacterias E. coli,

S. aeurus, Salmonella y Shigella.

Cuadro No. 4 Determinacion de la actividad antimicrobiana
De los extractos etandlicos de L. guatemalensis y L. neesiana

Muestra Muestra
Litsea guatemalensis Litsea Neesiana
No. Repeticiones *MIC 1]12]3]|4]|5 MIC 112]13]4]5
E. coli 125mgmL | *+ | + | + | + | + 2.5 mg/mL + [+ |+ [+ ]+
S. aeurus 1.25mg/mL | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | 0.625 mg/mL | ++ [ ++ | ++ [ ++ | ++
Salmonella 5mg/mL. + |+ |+ |+ |+ 5mg/mL + [+ |+ [+ ]+
Shigella 25 mg/mL | - - - - - | 1,25mg/mL | - - - - -

Fuente: Datos experimentales.

* (+) = Inhibicién, +++ Fuerte, ++ Medio, + Leve. (-) = No hay inhibicién

** MIC: Concentraciéon minima inhibitoria
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El cuadro No. 5 evidencia que el aceite esencial de la especie de laurel Litsea
guatemalensis no presenta ninguna actividad antimicrobiana contra las siguientes

bacterias E. coli, S. aeurus, Salmonella y Shigella. Ver imagen en anexo No. 8

Cuadro No. 5 Determinacion de la actividad antimicrobiana
del aceite esencial de la especie Litsea guatemalensis

Muestra
Litsea guatemalensis
No. Repeticiones 1 2 3 4 5
E. coli - - - - -
S. aeurus - - - - -
Salmonella - - - - -
Shigella - - - - -

Fuente: Datos experimentales. * (+) = Inhibicién, (-) = No hay inhibicién
** | a concentracion que se utilizo para realizar esta prueba es de 10 pL
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Los cuadros del No. 6 al No. 12 describen las caracteristicas organolépticas como es el
sabor, olor, color, textura de cada queso fresco con los diferentes tratamientos, el
primero de ellos es queso fresco sin ningun tratamiento (blanco), luego queso fresco con
preservante quimico Sorbato de Potasio (control), el tercer queso fresco con Aceite
esencial de laurel (L. guatemalensis), cuarto queso fresco con infusion de hojas de laurel
(L. guatemalensis), quinto queso fresco con extracto etandlico al 95% (L. guatemalensis),
sexto queso fresco con infusion de hojas de laurel (L. Neesiana) y por ultimo queso fresco
con extracto etandlico al 50% (L. neesiana). Esta prueba se realizé con el objetivo de
determinar el tiempo Gtil como preservante, con cada uno de los tratamientos anteriores

evaluando las caracteristicas organolépticas del queso fresco.

Cuadro No. 6 Caracteristicas organolépticas
del queso fresco blanco

SABOR OLOR COLOR | TEXTURA
AGR|S|A|E|AM | R|FE|AGR|AG |NAG| CD | CB

Dia de
analisis
1
4
8

12 X X

16 X X

20 X X X

24 X X X
Fuente: Datos experimentales.

*AGR=agradable, S=salado, A=acido, E=extrafio, AM=amargo, R=rancio, FE=fétido, NAG=no
agradable, CD=consistencia dura y CB=consistencia blanda.

XXX
X|X|X

XXX | X[ X

XXX X[ XXX

Cuadro No. 7 Caracteristicas organolépticas
del queso fresco con Sorbato de Potasio (control)

SABOR OLOR COLOR | TEXTURA
AGR|S|A|E|J]AM | R|FE|AGR|AG |[NAG| CD | CB

Dia de
analisis
1
4
8
12
16
20 X X
24 X X X

XX | XX [ X
X XXX X

XXX XXX

XXX X[ XXX

Fuente: Datos experimentales.
*AGR=agradable, S=salado, A=acido, E=extrafio, AM=amargo, R=rancio, FE=fétido, NAG=no
agradable, CD=consistencia dura y CB=consistencia blanda.



Cuadro No. 8 Caracteristicas organolépticas
del queso fresco con aceite esencial de Litsea guatemalensis

SABOR

OLOR

COLOR

TEXTURA

Dia de
analisis

AGR

S

A

AM

R

FE

AGR

AG | NAG

CDh | CB

1

4

8

12

16

20

XXX XXX

XXX XXX

XXX XXX

24

X

X

X

XXX X[ XXX

Fuente: Datos experimentales.
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*AGR=agradable, S=salado, A=&cido, E=extrafio, AM=amargo, R=rancio, FE=fétido, NAG=no

agradable, CD=consistencia dura y CB=consistencia blanda.

Cuadro No. 9 Caracteristicas organolépticas
del queso fresco con infusion de hojas de Litsea guatemalensis

SABOR OLOR COLOR | TEXTURA
D'f"‘.d.e AGR | S| A AM|R|FE|AGR|AG |NAG| CD | CB
analisis

1 X X X X
4 X X X X
8 X X X X
12 X X X X
16 X X X X
20 X X X X
24 X X X X

Fuente: Datos experimentales.

*AGR=agradable, S=salado, A=4cido, E=extrafio, AM=amargo, R=rancio, FE=fétido, NAG=no

agradable, CD=consistencia dura y CB=consistencia blanda.

Cuadro No. 10 Caracteristicas organolépticas
del queso fresco con extracto de hojas de Litsea guatemalensis

SABOR

OLOR

COLOR

TEXTURA

Dia de
andlisis

AGR

S

A

AM

R

FE

>
®
py)

AG | NAG

CD | CB

1

4

8

12

16

20

XXX X[ XX

XXX X[ XX

24

X

X

XXX XXX X

XXX XXX X

Fuente: Datos experimentale *AGR=agradable, S=salado, A=acido, E=extrafio, AM=amargo, R=rancio,
FE=fétido, NAG=no agradable, CD=consistencia dura y CB=consistencia blanda.
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Cuadro No. 11 Caracteristicas organolépticas
del queso fresco con infusiéon de hojas de Litsea heesiana

SABOR OLOR COLOR | TEXTURA
Diade | \oris|a|e|lam|R|FE|AGR]|AG | NAG| cD | cB
analisis
1 X X | X X
4 X X | X X
8 X X | X X
12 X X | X X
16 X X | X X
20 X X X X
24 X X X X

Fuente: Datos experimentales. *AGR= agradable, S= salado, Acido= acido, E= extrafio,
AM= amargo, R= rancio, FE= fétido, AGR= agradable, NAG= no agradable, CD= consistencia dura
y CB= consistencia blanda.

Cuadro No. 12 Caracteristicas organolépticas
del queso fresco con extracto de hojas de Litsea neesiana

SABOR OLOR COLOR | TEXTURA
Diade | \orls|ale|lam|rR|FE|AGR]|AG | NAG| cD | cB
analisis
1 X X | X X
4 X X | X X
8 X X | X X
12 X X | X X
16 X X | X X
20 X X | X X
24 X X | X X

Fuente: Datos experimentales. *AGR= agradable, S= salado, Acido= &cido, E= extrafio,
AM= amargo, R= rancio, FE= fétido, AGR= agradable, NAG= no agradable, CD= consistencia dura
y CB= consistencia blanda.



En el cuadro No. 13 se observa el comportamiento de la inhibicion del crecimiento bacteriano para evaluar la vida util de cada uno de
los tratamientos del queso fresco.

Cuadro No. 13 Determinacion de la vida util del queso fresco

e Microbiolbgico T T2 T3 T4 T T ™7

E. Coli <10 UFC/g <10 UFC/g <10 UFC/g <10 UFC/g <10 UFC/g <10 UFC/g <10 UFC/g
S. aureus 120 UFC/g 10 UFC/g 10 UFC/g < 1000 UFC/g 30 UFC/g 50 UFC/g < 10 UFC/g

1 Salmonella AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA
Shigella AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA
Mohos y Levaduras AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA
E. Coli <10 UFC/g <10 UFC/g <10 UFC/g
S. aureus 250 UFC/g 220 UFC/g < 380 UFC/g

81 Salmonella AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA
Shigella AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA
Mohos y Levaduras >30000 UFC/g | >30000 UFClg ~30000 UFC/g

*T1 = Queso fresco blanco, T2 = Queso fresco con Sorbato de potasio, T3 = Queso fresco con aceite L. guatemalensis, T4= Queso fresco con infusion L.
guatemalensis, T5=Queso fresco con extracto L. guatemalensis,T6 Queso fresco con infusion L. neesiana, T7 Queso fresco con extracto L .neesiana.

**Resultado Microbiolégicos segun Laboratorio de Control Microbioldgico de la Universidad de San Carlos de Guatemala USAC.

Apto para el consumo humano

- No Apto para el consumo humano
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Cuadro No. 14 Porcentaje de aceptabilidad del queso fresco

con sus diferentes tratamientos

Quesos Frescos con

Porcentaje de

No.Cadigo Tratamientos aceptabilidad
1 Lb. Queso fresco + 75 L de aceite esencial de

T3 | LGA |L. guatemalensis 95
1 Lb. Queso fresco + 2 g. de infusién de hojas de

T4 | LGI |L.guatemalensis 100
1 Lb. Queso fresco + 1 g. de extracto de

T5| LGE |L. guatemalensis 59
1 Lb. Queso fresco + 1 g. de extracto de

T6 | LNE |L.neesiana 95
1 Lb. Queso fresco + 2 g. de infusibn de hojas

T7 LNI |L. neesiana 100

Fuente: Datos experimentales

Gréafica No. 1 Porcentaje de aceptabilidad sensorial del queso fresco

con sus diferentes tratamientos

Porcentaje de aceptabilidad
sensorial

0 20 40 60 80 100

Fuente: Datos experimentales
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

De acuerdo con el anexo 1, cuadro No.1 el origen de las hojas de las especies de
laurel L. guatemalensis y L. neesiana, la primera por ser una especie comercial fue
adquirida en la distribuidora Juanitas; la especie L. neesiana fue recolectada en el
ladero del volcan de Acatenango. El cual se ubica entre los municipios de San Miguel
Duefas y Antigua Guatemala cuyas coordenadas son: Altura de 2,795 msnm N 14° 31.
221' O 090° 52.670'". Ver Anexo 1 fotografia No. 1

Después de adquirir las hojas de las dos especies, se identificoO cada especie con
la ayuda de un bidlogo quien es especialista en identificacion de plantas. En el anexo
No. 2 cuadro No. 2 describe los ensayos fisicoquimicos que se realizaron a las dos
especies de hojas de laurel para su control de calidad. El primero de ellos es materia
extrafia, seguido el porcentaje de humedad para dichas especies de laurel es mayor al
10% por lo que se sometié a dichas drogas a un horno de conveccién forzada a 40°C
hasta que su humedad fuera menor del 10%, con el objetivo de disminuir el crecimiento
de hongos, hidrélisis y por udltimo la degradacién de las hojas, los dltimos ensayos
realizados fueron cenizas totales y cenizas insolubles en 4cido estos ensayos permitieron
identificar que ambas especies de laurel no presentan adulteraciones ni contaminantes
minerales debido a que los limites obtenidos para cenizas totales son menores al 5% y
para cenizas insolubles son menores al 2% segun (Solis et al., 2005; Vila & Reing, 2003),

éstas fueron determinadas por el método de la Farmacopea Europea.

Posterior a los ensayos fisicoquimicos de ambas especies de laurel en el anexo
No. 3 cuadro No. 3 los resultados permitieron comparar y escoger la concentracion
idonea del solvente (Etanol) por medio del porcentaje de solidos totales, con el objetivo de
extraer la mayor concentracion de metabolitos secundarios de las especies de hojas de
laurel. Para la especie L. guatemalensis fue Etanol al 95% con un porcentaje de sélidos
totales de 0.95 y la especie L. neesiana se utilizé Etanol al 50% con un porcentaje de
sélidos de 0.90. Luego se procedid a la extraccion por percolacion en el cual se pesaron
200 gramos de las dos especies de hojas de laurel con un porcentaje de humedad menor
del 10%, luego se le agregan 2000 mL. de etanol segun la concentracion del mejor
solvente a cada especie y se dejo reposar por 24 horas, después de estas 24 horas se

recolecta el menstruo para el proceso de concentracion por medio de un rotaevaporador y
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el solvente recolectado se deposita de nuevo en el percolador este procedimiento se
repite tres veces hasta obtener un extracto seco. La especie con mayor rendimiento fue

L. guatemalensis con 18.68% y 11.60% L. neesiana.

La extraccion del aceite esencial de las especies de laurel se realiz6 por medio del
método por arrastre de vapor, el rendimiento obtenido de la especie L. guatemalensis es
de 1.01% vy de L. neesiana es de 0.01%. Estos resultados concuerdan con los resultados
reportados por (Cruz, 2012). Esta diferencia en porcentajes de rendimiento se debe a que
la especie de L. guatemalensis es mas aromatica que la especie L. neesiana.

Para determinar la diferencia entre compuestos de las dos especies de laurel en
estudio se realiz6 una caracterizacion quimica por medio del método de microextraccion
en fase sélida (fibra) por cromatografia de gases, aplicando las especificaciones de tipo
de columna y rampa de temperatura del método de Adams, descrito en la seccién de
materiales y métodos. En el cuadro No. 2 se observa que existe una variacion entre el
indice de Kovats tedrico con el experimental, esto se debe a que no se inyecté el aceite
puro de ambas especies. Por este método se identificaron ocho compuestos para la
especie L. guatemalensis y tres para L. neesiana. Los compuestos comunes para ambas
especies son y-terpineno y B-pineno. L. neesiana difiere de la otra especie porque
presenta menos compuestos, por lo tanto, el aroma de esta especie es muy baja

comparado con el aroma caracteristico de L. guatemalensis.

La variacion que existe Segun (Jiménez et.al, 2011) en su estudio titulado: Aceites
esenciales de laureles mexicanos (Litsea spp., Lauraceae): Distribucion taxonémica e
implicaciones etnobotanicas indica que los terpenoides comunes en todas las especies
estudiadas de Litsea fueron: 1,8-cineol, linalool, a-pineno, 3-pineno, m-cimeno, terpinen-4-
ol, a-terpineol, cariofileno y éxido de cariofileno, sin embargo, cada una de las siete
especies puede distinguirse por un perfil caracteristico de terpenoides. A este respecto,
las especies L. guatemalensis y L. neesiana son ricas en eucaliptol y limoneno
respectivamente. Los compuestos comunes para ambas especies, mencionados
anteriormente coinciden con los resultados de esta investigaciébn, como se puede

observar en los cromatogramas de ambas especies en el anexo No. 6.

Para determinar la actividad antioxidante se utilizé el extracto etandlico de las dos

especies en estudio y el aceite esencial de la especie L. guatemalensis segun el cuadro
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No.1 se realizaron dos tipos de analisis un cualitativo y otro cuantitativo, en el primer
analisis se realiz6 una cromatografia en capa fina utilizando como revelador del radical
libre DPPH (2,2-difenil-1- picrilhidracilo) este método se analiz6 segun la intensidad de
decoloracion del radical DPPH por lo tanto la especie que presenté mayor actividad
antioxidante es L. neesiana. El analisis cuantitativo se evalué por medio del método
micrométrico con revelador DPPH, utilizando los extractos de ambas especies de laurel,
para determinar la concentracién inhibitoria media (Clso), como se observa en el cuadro
No.1 el extracto que presentdé mayor actividad antioxidante por tener Clsp de 0.290 + 0.01
es la especie L. neesiana al compararlo con la especia L. guatemalensis que present6 un
Clso 0.675 +0.009. Las muestras difieren de los estandares por que no superan la
actividad antioxidante de los mismos, el mejor estdndar es la Quercitina con un Clsp
0.07496 + 0.0004. Ver anexo No. 5 Ver fotografia No. 5.

Los datos que se observan en el cuadro No. 3 son los resultados de las cinco
repeticiones en diferentes concentraciones de las infusiones de las dos especies de
laurel en estudio, donde se determiné que las infusiones no presentaron actividad
antibacteriana contra las bacterias més frecuentes en el queso fresco. Ver imagen en

anexo No. 7 fotografia No. 7.

El cuadro No. 4 describe las concentraciones inhibitorias minimas CIM de las dos
especies de laurel, para el extracto etandlico de L. neesiana son: Staphylococcus aureus
(0.625 mg/mL.), Escherichia coli (2.5 mg/mL.), Salmonella (5 mg/mL.). Para la especie L.
guatemalensis son: Staphylococcus aureus (1.25 mg/mL.), Escherichia coli (1.25 mg/mL.),
Salmonella (5 mg/mL.) pero ambas especies no presentaron actividad contra Shigella.
Los resultados obtenidos concuerdan con los reportados por Cruz en 2008, en dicho
estudio el extracto etandlico de L. guatemalensis presentd actividad contra

M. smegmatis a una concentracion de 0.25 mg/mL, S. aureus y S. typhi a 1 mg/mL.

Por lo antes descrito, estadisticamente cada una de las concentraciones tienen un
nivel de significancia de (a) 0.05 con lo se concluye que los extractos etandlicos de

ambas especies si tienen una actividad bactericida.
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El cuadro No. 5 describe que el aceite esencial de la especie de laurel L.
guatemalensis no presenta ninguna actividad antimicrobiana contra las siguientes

bacterias E. coli, S. aeurus, Salmonella y Shigella. Ver anexo No 7 fotografia No. 8

Los cuadros del No. 6 al No. 12 describen las caracteristicas organolépticas como
es el sabor, olor, color, textura de cada queso fresco con los diferentes tratamientos, el
primero de ellos es queso fresco sin ningun tratamiento (blanco), luego queso fresco con
preservante quimico Sorbato de Potasio (control), el tercer queso fresco con Aceite
esencial de laurel L. guatemalensis, cuarto queso fresco con infusién de hojas de laurel
L. guatemalensis, quinto queso fresco con extracto etandlico al 95% L. guatemalensis,
sexto queso fresco con infusién de hojas de laurel L. neesiana y por ultimo queso fresco
con extracto etandlico al 50% L. neesiana. Esta prueba se realizé con el objetivo de
evaluar el tiempo en cada uno de los tratamientos anteriores preservan las caracteristicas

organolépticas del queso fresco.

De acuerdo con el cuadro No. 13 se observa el comportamiento de la inhibicién
del crecimiento bacteriano para evaluar la vida util de cada uno de los tratamientos del
gueso fresco antes descritos. Los tratamientos 3, 4, 5y 6 no son aptos para el consumo
a partir del dia 31 por presentar >65000 UFC/g de S. aureus. Los tratamientos 1,2y 7

para el dia 31 son aptos para el consumo humano.

Al comparar el T2 (Queso fresco son Sorbato de potasio) con el T7 (Queso fresco
con extracto de L. neesiana) en el dia 31, se observa que el T7 es el prototipo idéneo
como preservante natural por que la concentracion de E. coli para ambos es igual con
<10 UFC/g, difieren en la concentracion de S. aureus de 220 UFC/g a <380 UFC/g por lo

tanto estos valores son aptos para el consumo humano.

El tratamiento menos efectivo como preservante del queso fresco es el T4 (Queso
fresco con infusién de L. guatemalensis) por presentar un crecimiento tanto en el dia 1

como el dia 31 de S. aureus.

Para la prueba de aceptabilidad de los quesos frescos con los diferentes
tratamientos se estandariz6 el método de presentacion de las muestras el cual es

importante para que cada uno de los panelistas reciba una porcién representativa de los
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quesos frescos y como se observa en el anexo No. 9 fotografia No. 11 a cada panelista
se le ofrecié en cinco cucharas plasticas con un cédigo las muestras de los quesos
frescos con los diferentes tratamientos y para limpiarse el paladar después de degustar
dos muestras de queso agua pura y galletas soda. Para puntaje obtenido de cada queso
se le dio una cartilla con caras para evaluar el grado de aceptabilidad de cada uno de los
quesos. Ver Anexo 9 fotografia No. 10. EI cuadro No. 14 describe los resultados
obtenidos de 30 panelistas con una edad promedio de 25 afios en su mayoria de sexo
femenino. El andlisis estadistico que se aplico a las respuestas obtenidas por los

panelista es una escala ordinal por medio de la prueba de Friedman.

Por lo que se observa en la grafica No. 1 que los quesos que obtuvieron mayor
aceptabilidad fueron los quesos con infusién de hojas y el menos consumido es el queso
fresco con extracto de L. guatemalensis. Esto se di6é debido a la cantidad de extracto

afiadido al queso fresco y por presentar un sabor potente a laurel.
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10. CONCLUSIONES

10.1 El extracto etandlico L. neesiana presentd6 mayor actividad antioxidante con un

(Clso de 0.290 mg/mL) comparada con la especie L. guatemalensis (Clso de 0.675 mg/mL).

10.2 El porcentaje de rendimiento del aceite esencial de la especie L. guatemalensis es
de 1.01%, detectdndose un total de ocho compuestos, siendo el mayoritario el
Eucaliptol; para L. neesiana se reporté un porcentaje de rendimiento 0.01%, presentando
tres compuestos, siendo el mayoritario el D-limoneno. El y-terpineno y B-pineno son

componentes comunes de ambas especies y coinciden con lo descrito en la literatura.

10.3 La infusibn de las hojas de laurel de ambas especies y el aceite esencial L.

guatemalensis no presentaron ninguna actividad antimicrobiana.

10.4 EIl extracto etandlico de la especie L. neesiana presentd una concentracion
inhibitoria minima CIM frente a las siguientes bacterias: S. aureus (0.625mg/mL), E. coli

(2.5mg/mL), y Salmonella (5mg/mL).

10.5 El extracto etandlico de la especie L. guatemalesnsis presentd una concentracion
inhibitoria minima CIM frente a las siguientes bacterias: S. aureus (1.25mg/L), E. coli
(2.25mg/L), y Salmonella (5mg/L).

10.6 La mejor forma de preservar el queso fresco pasteurizado es con el extracto
etandlico de laurel L. neesiana ya que no interfiere con las caracteristicas organolépticas

del queso fresco e inhibe el crecimiento bacteriano del mismo.

10.7 Las infusiones de ambas especies de laurel en el queso fresco presentaron un
porcentaje de aceptabilidad del 100%, seguido el aceite esencial de L. guatemalensis. El
extracto etanolico de L. neesiana con un 95% el extracto con L. guatemalensis present6
bajo puntaje bajo debido al sabor potente de laurel el cual cambiaba las caracteristicas

organolépticas del queso fresco
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11. RECOMENDACIONES

11.1 Utilizar como maximo la proporcion de 0.50 mg del extracto de laurel L.
guatemalensis por libra de queso fresco producido, para obtener un buen sabor, color y

olor.

11.2 Realizar estudios de mercado para el queso fresco con laurel ya sea como extracto,
aceite esencial o infusion de hojas y de esta forma identificar los diferentes estratos
sociales y visualizar hacia quiénes puede ir dirigida esta tecnologia en la elaboracion de
guesos frescos condimentados.

11.3 Evaluar la factibilidad del extracto de laurel L. neesiana en un producto cosmético
para aprovechar su uso como antioxidante debido a su liposolubilidad.
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13. ANEXO
Anexo No. 1
Cuadro No. 15 Recoleccién del material Vegetal
Cddigo Muestra Fecha Lugar de Coordenadas | Identificacion
Colecta Colecta
LG Hojas de Litsea 15.11.13 Distribuidora | Lic. Max
guatemalensis Juanitas Mérida
. . . N 14° 31. 221" .
N Cesiana | 120834 | paantl, | 009052670 | L e
9 2,795 msnm

Fuente: Datos Experimentales.

Fotografia No.1 Recolecta de las hojas de de luarel L. neesiana.

b. Identificacion de la a. Registro de las c. Corte de las hojas de
especie L. neesiana coordenadas por el Lic. laurel L. neesiana.
en Biologia Max Mérida

d. Seleccién de las hojas de
laurel L. neesiana
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Anexo No. 2

Cuadro No. 16 Control de calidad de las dos especies de hojas de laurel

, Materia Porcentaje Cenizas Cenizas
Codigo Muestra Extrafa de totales acidas
Humedad
LG Litsea 0 18 1.04+0.03 | 1.38+0.05
guatemalensis
LN Litsea neesiana 40 20 4.05 +0.02 3.25+0.04

Fuente: Datos Experimentales

Fotografia No.2 Secado y tamizaje de las dos especies de hojas de laurel (Litsea
guatemalensis y Litsea neesiana)

a. Seleccién de la droga vegetal para b. Desinfecciédn con etanol al 70% de
su posterior secado. la droga vegetal.

c. Porcentaje de humedad de la d. Control de calidad, Prueba de
droga vegetal. cenizas totales.



Anexo No. 3
Cuadro No. 17 Prueba de mejor Solvente
.- Concentracion de % Solidos Totales
Cadigo Muestra Etanol
50% 0.40
LG Litsea 70% 0.63
guatemalensis 95% 0.95
50% 0.90
. , 70% 0.74
LN L n n
itsea neesiana 95% 038

Fuente: Datos Experimentales

Fotografia No.3 Prueba de mejor solvente
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Cuadro No. 18 Proceso de extraccion por percolacion, concentracion por rotavapor

y porcentaje de rendimiento del aceite esencial

Materia | Humedad de la Cantidad Rendimiento Rendimiento
.- de Extracto de -
Cddigo | Vegetal droga vegetal S , de aceite
o olvente seco (g) extraccion 0
(9) (%) L (%) (%)
LG 200 8 2Etanol | 47 54 18.68 1.01+0.18
95 % ' ' e
2 Etanol
LN 200 7 50 % 23.20 11.60 0.01+0.16

Fotografia No.4 Proceso de extraccidén por percolacién y extraccion de Aceite esencial

a. Percolador que contiene
200 gramos de

vegetal + Etanol al 50%.

b. Monstruo de la especie L.
neesiana. Después de 24
horas.

¢. Rotavapor con

menstruo de la especie L.

neesiana.

la droga
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Fotografia No. 5 Actividad antioxidante por medio del método cualitativo CCF y

micromeétrico

Determinacidon de la actividad antioxidante

por medio del método cualitativo CCF
utilizando como revelador DPPH. En esta
prueba se observa como la banda de la
especie L. neesiana presenta mayor
actividad antioxidante frente a la especie L.
guatemalensis.

Il. Determinacion de la actividad antioxidante por
medio del método micrométrico.

Preparacion de las disoluciones.

b. Servir cada una de las disoluciones en la placa
de 96 pozos con fondo plano.

c. Esperar por 30 minutos para el revelador DPPH

reaccione con las muestras.

Q
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Anexo No. 6

Caracterizacion quimica de dos especies de hojas de laurel por medio del método de
microextraccion en fase sélida (Fibra) por cromatografia de gases

Fotografia No. 6 Método de microextraccion en fase solida (Fibra) por cromatografia de
gases

"'lll'llllllllliill\‘\\\i
-
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Imagen No. 3 Sobre posicion de las dos especies de laurel y estandar de alcanos.
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Anexo No. 7
Actividad in vitro de la dos especies de laurel

Fotografia No. 7 Activacion de bacterias y evaluacion microbiologica del extracto e
infusion de laurel Litsea guatemalensis y Litsea neesiana.

a. Preparacion del agar. a. Disco identificador de bacterias en
estudio.

b. Prueba de esterilidad de los agares por
24 hrs a 372C en una camara incubadora. b. Preparacidon del area y medios para su

posterior inoculacién de las bacterias.
c. Inoculacién de la bacterias y esperar 24

horas para su crecimiento. c. ldentificacion e inoculacion de las
bacterias.
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Fotografia No. 8 Evaluaciébn de la actividad in vitro del aceite esencial de L.
guatemalensis

a. Esterilizacién y preparaciéon de los taxos con 10 pl de aceite esencial L. guatemalensis.

b. identificacién e inoculacidn de las bacterias en las cajas de Petri para luego poner los
taxos.

c. Incubacién por 24 horas de las cajas de Petri.

d. Después de 24 horas se evalué el resultado y no existe ninguin halo de inhibicién por lo
que la prueba nos indica que el aceite esencial a esta concentracion no tiene actividad
antimicrobiana.
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Anexo No. 8 Manufactura del queso fresco

Fotografia No. 9 Manufactura del queso fresco

a. Ingredientes.

b. Pasteurizacién de la leche.
30 minutos de espera para que se cuaje
la leche.

Lavado de las pesuiias de las vacas.
Desinfeccién de las ubres de la vaca.
Conectores de leche

d. Corte de la cuajada.
Separacion del suero y el queso.

Q 0 T

Sistema semi automatico del ordefio de )
f. Producto terminado.

leche.

e. Ordefio manual para eliminar el residuo

de leche que quedo del ordeiio semi

automatico para evitar mastitis.



Fotografia No. 10 Cartilla de evaluacion de aceptabilidad del queso fresco

PRUEBA ORGANOLEPTICA QUESO FRESCO No.
coDIGO
INSTRUCCIONES: Se le presentan varias muestras de queso fresco las
cuales estan identificadas con cddigos, los cuales deberd escribir
dentro del paréntesis y luego degustar cada una de las muestras y
marcar con una X en la silueta que crea conveniente segun su gusto.

sexo: MO O3 EDAD:

SABOR

Me disgusta mucho MDM e

Me disgusta MD @

No me disgusta NMD co

Me gusta MG :)
N

Me gusta Mucho MGM @}93:@

ACEPTABILIDAD

Consumiria usted este tipo de queso fresco? SI (] No ()
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Fotografia No. 11 Evaluacién Organoléptica del queso fresco

l. Preparacion de las muestras de

queso para
organoléptica.

la

evaluacion

Evaluaciéon organoléptica del queso
fresco con los diferentes
tratamientos con estudiantes de la
Facultad de Ciencias Quimicas vy
Farmacia, USAC.
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Fotografia No. 12 Analisis de durabilidad del queso fresco con tratamientos

a. Dia No. 1 se evaludo las
caracteristicas organolépticas vy
microbioldgicas del queso fresco
con diferentes tratamientos.

b. Dia No. 8 se observé un cambio de
color pero sus caracteristicas
organolépticas y microbioldgicas
son aceptables.

¢. Dia 16 cambio en la acidez pero sus
caracteristicas microbioldgicas son

aceptables.
d. Dia 24 las caracteristicas
organolépticas en algunos

tratamientos cambiaron en cuanto
a la acidez y apariencia.
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