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RESUMEN
La conservacion de quesos frescos es un problema cientifico y tecnologico por ser un
producto perecedero, y en consecuencia se complica prolongar su vida util. Por lo que
los aceites esenciales de plantas aromaticas podrian ser una opcién natural en su
conservacion. El objetivo de este estudio consistio en evaluar el orégano puro y
nanoparticulado adicionado en la leche de vaca para elaborar queso panela (QP) y
evaluar su vida de anaquel al dia 1 y 7, analizando sus caracteristicas fisicoquimicas,
texturales, microbioldgicas, antioxidantes, acidos grasos y sensoriales. Cuatro
tratamientos fueron establecidos mediante un disefio completamente al azar para
evaluar la adicion del aceite esencial de orégano (AO) puro, emulsionado (AOE) y
nanoparticula (AON). El quitosano (QT) fue usado para encapsular el AO en
nanoparticula, siendo establecido como tratamiento QT nanoparticulado (QTN). Los
grupos experimentales fueron: QPcon, queso panela control obtenido de leche sin
particulas de aceite de orégano ni quitosano; QPaok, queso panela obtenido de leche
con 0.05 g/L de aceite de orégano emulsionado; QPaon, queso panela obtenido de
leche con 0.05 g/L de orégano nanoparticulado; y QPqtn, queso panela obtenido de
leche con 0.05 g/L de quitosano nanoparticulado. En la caracterizacion de las
nanoparticulas, QTN mostrd un valor mas alto que las AON (P<0.05). La composicién
fisicoquimica, pH y rendimiento fueron incrementadas (P<0.05) al dia 1 por QPaon Y
disminuidas (P<0.05) al dia 7 en QPcon; la sinéresis en 7 dias fue menor (P<0.05) en
QPcony QPack. Las variables de color no presentaron diferencias, pero la luminosidad
incremento (P<0.05) al dia 1 en QPqrn y QPcon. La amarillez (b*) incremento (P<0.05)
en QPcon. En el analisis de textura, la dureza, gomosidad y masticabilidad aumentaron
(P<0.05) en QPcon. En el analisis bromatolégico del QP hubo diferencias (P<0.05) en
humedad y proteina. Asi mismo, en 7 dias incrementaron (P<0.05) las bacterias &cido
lacticas y levaduras de QPaoke y enterobacteria en QPortn. En la actividad antioxidante,
DPPHe. en queso al dia 1 fue mayor (P<0.05) en QPqorn y al dia 7 increment6 (P<0.05)
en QPaon, Y en materia seca a los 7 dias se observo mayor actividad antioxidante en
QPace. En ABTS<+ de queso presentd mayor actividad antioxidante en 7 dias para
QPaon, mientras que en materia seca fue QPace. Para la parte de perfil de acidos

grasos no presentd diferencias (P>0.05) entre los tratamientos, pero si tendencias



(P>0.10) en C14:0y C18:1. En lo sensorial al dia 1y 7, QPqrn, QPcon y QPaon fueron
mas preferidos (P<0.05) en olor y sabor. En conclusion, 0.05 g/L de aceite de orégano
emulsionado, orégano y quitosano nanoparticulado que no afectan la fisicoquimica,
pero mejora el rendimiento, pH, sinéresis, color de los quesos e inhibe el crecimiento
bacteriano; asi mismo, aumenta la actividad antioxidante, por lo que es apto para ser

un conservador natural para el queso panela.
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ABSTRACT
Fresh cheese conservation is a scientific and technological problem because it is a
perishable food, in consequence its shelf-life is complicated. Hence, essential oils of
aromatic plants (EOPA) may be a natural option on conservation. The objective of this
study was to evaluate pure and nanoparticulated oregano into cow milk to manufacture
panela cheese (PC) and to evaluate its shelf-life at day 1 and 7, studying
psychochemical, texture, microbiology, antioxidants, fat acids and sensory traits. Four
treatments were stablished behind random completely design to evaluate the oregano
essential oil as pure (OO), emulsified (OOE) and nanoparticle (OON). The chitosan
(CH) was used to encapsulate the OO in nanoparticle, being established as
nanoparticulated CH treatment (NCH). These experimental groups were PCcon: panela
cheese obtained of milk without oregano oil particles and chitosan, PCook: panela
cheese obtained of milk with 0.05 g/L of emulsified oregano oil, PCoon: panela cheese
obtained of milk with 0.05 g/L of nanoparticulated oregano and, PCchn: panela cheese
obtained of milk with 0.05 g/L of nanoparticulated chitosan. In nanoparticles
characterization, CHN had higher (P<0.05) value than OON. On the other hand,
psychochemical composition, pH and yield were increased (P<0.05) at day 1 by PCoon
and decreased (P<0.05) at day 7 by PCcon; the syneresis at 7 days was the lowest
(P<0.05) on PCcon and PCook. Color variables did not obtain differences (P>0.05), but
lightness increased (P<0.05) at day 1 on PCchn and PCcon. Yellowness (b*) increased
(P<0.05) on PCcon. Hardness, gumminess and chewiness were the highest (P<0.05)
on PCcon. The bromatological composition of PC gave differences (P<0.05) on
moisture and protein. As well as at 7 days, lactic acid bacteria and yeast increased
(P<0.05) on PCook, while enterobacteria was the highest (P<0.05) on PCchn. The
DPPH- test in cheese at day 1 was the highest (P<0.05) on PCchn, and at day 7
increased (P<0.05) on PCoon, and dry matter at 7 days was observed more antioxidant
activity on PCooe. The ABTSe+ test of cheese presented (P<0.05) more antioxidant
capacity at 7 days on PCoon, while dry matter was the highest on PCoce. Fat acid
profile did not have differences (P>0.05) between treatments, but it had tendency
(P<0.10) on C14:0 and C18:1. Odor and taste of cheese at day 1 and 7 were the best
preferred (P<0.05) on PCchn, PCcon and PCoon. In conclusion, 0.05 g/L of emulsified
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oregano oil, as well as oregano and chitosan nanoparticulated did not affect the
psychochemical traits, but improve yield, pH, syneresis and color of cheeses, and can

be a natural conservate to made panela cheese.
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1.  INTRODUCCION

El queso panela es un producto de consumo popular en México. La industria quesera
utiliza un 25% del total de leche producida en el pais (SIAP, 2020). En México, la
produccion de queso fresco representa el 80% de los productos de queso (Jiménez-
Guzman et al., 2009). El queso panela es un queso suave producido por coagulacion
enzimatica y/o acida, sin maduracion, con poco o sin cultivo iniciador. Presenta un
rendimiento promedio de 13 a 14 kg de queso por 100 L de leche pasteurizada, y se
elabora con leche entera de vaca (Guerra et al., 2012). La composicién quimica del
gueso panela varia segun las materias primas y condiciones de procesamiento. La
composicién quimica es de 50 a 60% de humedad, 13 a 25% de grasa, 16 a 20% de
proteinay 1.3 a 1.8% de sal, y pH de 5.6 a 6.4 (Caro et al., 2014; Escobar et al., 2012;
Van Hekken y Farkye, 2003).

Para prolongar la vida util de los quesos frescos se han utilizado aditivos quimicos
como conservadores, por ejemplo, carbonatos, citratos, gomas, sorbatos y
propionatos, reduciendo la actividad del agua y regulando la acidez. El consumidor
busca quesos sin conservadores Ritota & Manzi (2020) que puedan afectar su salud,
por lo que aditivos naturales como los aceites esenciales (AE) de plantas arométicas
podrian ser una opcién en la conservacion (Sanchez-Zamora et al., 2022). Los
estudios de los AE de plantas arométicas (AEPA) en alimentos es limitada, ya que
tienen pH es &acido y aroma fuerte que imparte un sabor fuerte en los alimentos
formulados con los AEPA. Por lo que tal motivo es de interés investigar otras vias o
métodos para minimizar estos efectos que podrian ser adversos en la percepcion
sensorial, porque biolégicamente tienen propiedades bibticas importantes como la
capacidad antioxidante. Un ejemplo es la planta del orégano que pertenece a mas de
60 especies en el mundo de la familia Verbanaceae, Lamiaceae y Asteraceae; estas
especies se caracterizan por poseer un aroma y sabor caracteristico, esto se debe a
los componentes volatiles como terpenoides fendlicos timol y carvacrol (Garcia-Lara,
2012). De esta planta se ha extraido y caracterizado el AE de orégano (AEO), el cual
se caracteriza por tener un olor fuerte, sabor intenso y pH &cido, tiene una alta
capacidad antioxidante y propiedades antimicrobianas; sin embargo, tiene la

desventaja de impartir olores y sabores intensos en los alimentos.



Los estudios recientes sobre los métodos o técnicas para incorporar o usar el AEO es
con emulsiones o nanoparticulas, pero estos métodos han sido escasamente
estudiados en los alimentos y nulos en el queso panela (QP). En general, la
nanotecnologia en la formulacion de alimentos aumenta la vida util y también ayuda a
reducir el deterioro de alimentos por contaminaciéon microbiana.El nanoencapsulado
protege los AEPA de la degradacion de la luz, oxigeno mejorando su estabilidad.
(Pradhan et al., 2015; Fernandes et al., 2017).

A la fecha, los estudios en quesos o productos lacteos con el uso de AEO como agente
conservante son escasos. EI AEO y romero demuestran tener un efecto positivo contra
la oxidacion lipidica y fermentacion de quesos preparados con una base de crema
(Olmedo et al., 2013).



2. HIPOTESIS
El aceite de orégano puro y nanoparticulado adicionados en leche para elaborar el
queso panela mejorara en sus caracteristicas fisicoquimicas, texturales,
bromatoldgicas, antioxidantes, microbioldgicas, acidos grasos y sensoriales durante 7
dias a 4 °C.



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General
Evaluar el efecto de la adicién del aceite de orégano puro y nanoparticulado en leche
para elaborar el queso panela sobre sus caracteristicas fisicoquimicas,
bromatoldgicas, acidos grasos, microbiologicas, antioxidantes, texturales y sensoriales

al dia 1y 7 almacenados a 4 °C.

3.1.1. Objetivos Especificos
1. Determinar el rendimiento, sinéresis, pH y color del queso panela que permitan

entender su comportamiento y apariencia fisica en 7 dias de almacenamiento.

2. Analizar la composicién bromatoldgica, microbiologica y capacidad antioxidante del
gqueso panela para identificar cambios de sus componentes nutricionales,

microorganismos y potencial para mejorar la oxidacion.

3. Analizar el perfil de acidos grasos del queso panela con el fin de conocer la

composicidén de grasas presentes y su relevancia en términos de salud y sabor.

4. Evaluar la textura y atributos sensoriales del queso panela mediante pruebas
sensoriales y andlisis del perfil de textura que permitan determinar su aceptabilidad y

cambios en su textura.



4. REVISION DE LITERATURA
4.1. LechedeVaca

La leche cruda de vaca es la secrecion natural de las glandulas mamarias, sin calostro
y sin sustraccion alguna de sus componentes, que no ha sido sometida a tratamiento
térmico (NMX-F-700-COFOCALEC, 2004). La leche es una mezcla de componentes
como lactosa, carbohidratos, lipidos, proteinas, sales, minerales y vitaminas, los
cuales integran o forman parte de una emulsion, suspension y solucion coloidal
(Santos Moreno, 2012; Fox y McSweeney, 2015)(Cuadro 1).

Cuadro 1. Propiedades fisicoquimicas para leche de vaca.

Pardmetro Especificacion Pardmetro Especificacion
Sélidos totales 4.80
12.70 Lactosa (g/L
Grasa (%) 3.70 Ceniza (%) 0.70
Energia
Proteina (%) 3.40 Bruta 2.70
(kJ/kg)

Fuente: Fox y McSweeney, 2015.

Los componentes de la leche son esenciales para procesar y obtener diversos
productos lacteos como los quesos, cremas, proteinas, caseinatos y fermentos. Dichos
componentes son esenciales para las propiedades biolégicas, nutricionales y
estructurales de los lacteos, los cuales aportan un nimero ilimitado de ventajas en la
salud y alimentacion en un panorama de beneficios saludables o no saludables. En
particular, los quesos obtenidos de la leche, sin adulteracion, tienen un gran ndmero

de caracteristicas, que hacen que su definicion y clasificacion varie.

4.2. Definicion y Clasificacién de Quesos
El queso se define como producto blando, semiduro, duro y extraduro, madurado o no
madurado, y que puede estar recubierto. En técnicas de elaboracion que conducen a



la coagulacion de la proteina de la leche, la proporcion entre las proteinas de sueroy
caseina no deben ser superior a las de la leche (NOM-223-SCFI/SAGARPA, 2018).

Los quesos frescos se refieren a aquellos quesos obtenidos por la coagulacién de
leche, crema o suero mediante acidificacion junto con una pequefia cantidad de cuajo
0 una combinacién de &cido y calor y que estan listos para el consumo. La clasificacion
de los quesos se diferencia por su coagulacion que puede ser acida o0 enzimatica
(cuajo); en la &cida, la coagulacién se induce por &cidos organicos, mientras que la
enzimatica por la renina o quimosina, conocidas como cuajo. En la Figura 1 se muestra

la clasificacion de los quesos (Fox et al., 2017).

Quesos frescos y A base de suero

quesos de suero

Coagulacion acida

Cuajo de coagulacién acida Acida/coagulacion caliente

Queso blanco
Preparacién queso fresco Queso cottage

Ricotta
Queso crema

Mascarponer
Quark P

Fromage frais

Figura 1. Tipos de queso fresco de cuajada acida y queso de suero.
Fuente: Fox et al., 2017.

4.3. Queso Panelay su Fisicoquimica
El queso panela (QP) es suave y de color blanco, tiene toques de sabor dulce como a
leche fresca y toma la forma del molde. La obtencion del QP se realiza con leche de
vaca pasteurizada, aunque también se puede realizar con leche de oveja o de cabra,
0 una mezcla de estas leches (entera o parcialmente descremada) (Jiménez-Guzman
et al., 2009). Sin embargo, este queso también se produce en pequefas proporciones

de leche cruda por queseria artesanal (Cervantes-Escoto et al., 2008).



El QP se clasifica como un queso fresco de pasta blanda y auto prensado, se presenta
generalmente como un queso blanco de consistencia suave y forma troncoconica
invertida, en piezas que van desde 0.5 hasta 2.0 kg, siendo caracteristico el moldeo
de la cuajada en las canastillas (Santos y Villegas de Gante, 2005).

El queso tiene las mismas propiedades nutricionales que la leche con excepcién de la
lactosa, y los otros componentes se encuentran mas concentrados (Cuadro 2).
Ademas, el QP aporta proteinas de alto valor biolégico y es fuente de calcio y fésforo
(Garcia-Islas, 2006).

Cuadro 2. Composicion fisicoquimica del queso panela.

Composicion Concentracion
Humedad (%) 53.20-58.30
Grasa (%) 12.10-18.90
Proteina (%) 18.40-20.50
Ceniza (%) 2.50-2.70
Lactosa (%) 3.40-4.20
Calcio (%) 23.90
Fosforo (%) 18.40
Sal (g) 1.40-1.80
pH 5.60-6.40
Valor nutrimental (kcal/100 g) 255.00 £37.00

Fuente: Garcia-Islas, 2006.

4.4. Produccion Internacional de Queso Panela
La produccion de queso de leche de vaca en los afios 2020 y 2021 se muestra en el
Cuadro 3. La produccion del 2021 fue de 2221.54 millones de toneladas, siendo EUA

el primer lugar, seguido de Alemania. México se posiciono en el vigésimo tercer lugar.



Cuadro 3. Produccion internacional de queso panela en 2020 y 2021.

2020 2021
Lugar ] Produccion Lugar ] Produccion
Pals (mill ton) Pais (mill ton)
1 EUA 6.01 1 EUA 6.24
2 Alemania 2.35 2 Alemania 2.31
3 Francia 1.68 3 Francia 1.69
4 Italia 1.21 4 Italia 1.24
5 Paises Bajos 0.97 5 Paises Bajos 0.95
6 Polonia 0.89 6 Polonia 0.92
7 Turquia 0.74 7 Turquia 0.74
8 Rusia 0.57 8 Rusia 0.65
9 Canada 0.57 9 Canada 0.57
23 México 0.16 23 México 0.16
Otros 6.67 Otros 6.76
Total 21.83 Total 22.22

Fuente: FAOSTAT, 2024.

4.5.

Produccién Nacional de Queso Panela

México destina un total de 1 097 millones de hectareas a la actividad pecuaria

(sistemas de produccion bovina, ovina y caprina), area que representa el 56% del

territorio nacional (Villegas y Torres, 2011). El queso se fabrica en toda la republica y

su mayor produccion es en las zonas del centro y norte del pais (Villegas et al., 2015).

La produccién de queso panela hasta noviembre del 2023 fue 48 315.00 ton con un

valor de la produccion de 3 596.06 millones de pesos y en el afio 2022 se report6é una
produccion de 47 345.00 ton y un valor de 3 337.38 millones de pesos (INEGI, 2024).
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4.6. Conservadores Naturales en el Queso Panela

La conservacion del queso ha dependido de aditivos quimicos; sin embargo, estos
productos pueden tener efectos negativos en la salud, y esto ha generado que se
busquen alternativas como los conservantes (aceites esenciales de plantas
aromaticas; AEPA). Los AE actian como inhibidores del crecimiento microbiano en el
queso (Mishra et al., 2020).

Las investigaciones de AEPA aplicadas en la industria lactea aun estan en desarrollo,
pero los resultados han demostrado poseer propiedades antimicrobianas y
antioxidantes que ayudan a prolongar la vida atil del queso, ademas influye en las
bacterias acido lacticas, asi como en los atributos sensoriales del queso. En el Cuadro
4 se muestran diversas investigaciones realizadas con la adicion de AEPA en quesos.
Resaltando que estos aditivos naturales fueron adicionados directamente en el queso
y no desde la leche para elaborar el queso, solo en el estudio de Sanchez-Zamora et
al. (2022) el AEO fue emulsionado para adicionarlo en la leche de vaca para elaborar
el QP.

4.7. Aceites Esenciales
Un aceite esencial (AE) es una mezcla de sustancias volatiles, encontrado en varias
partes de las plantas como raices, troncos, cortezas, tallos, hojas flores y frutos. Los
AE presentan una compleja composicion quimica y caracter aromatico (Calsamigilia et
al., 2007; Sanchez, 2006). Estos compuestos se producen en las plantas como
proteccion frente a la radiacion solar y adaptacion al estrés hidrico como mecanismos
de defensa (Silva et al., 2016). Quimicamente estan formados por monotorpenos y
sesquiterpernos, en menor cantidad se encuentran hidrocarburos alifaticos, acidos,
alcoholes, aldehidos y ésteres (dos Santos et al., 2019). El AE en la industria de

alimentos mejora el sabor, aroma, color y la conservacion (Botsoglou et al., 2003).



Cuadro 4. Investigaciones relevantes de adicion de aceites esenciales en quesos.

Queso Aceite esencial Actividad reportada Referencia
Feta Oréganc v timol Inhibicion de L. Govaris et al.
9 y Monocytogenes (2011)
Cottage Timol Reduccion de S. aureus Asensio et al.
' (2014)
Ricotta Oréaano Reduccion de Salmonella Asensio et al.
9 spy S. aureus (2014)
Inhibicion de E. coli,
Comino, romero Salmonellg typhi, S Mailam, Aamery
Blando : aureus, Bacillus subtilis,
y tomillo : El-Kholy (2017)
B. cereus y Aspergillus
niger
Laurel, clavo, Inhibidores de L. Smith-Palmer et
Blando ) monocytogenes y S.
canela y tomillo o al. (2001)
enteritidis
Mejora la calidad .
. - o Sanchez-Zamora
Panela Orégano fisicoquimica, textural y

sensorial

et al. (2022)

En México, el orégano forma parte de cuatro familias: Lamiaceae, Verbanaceae,
Asteraceae y Fabaceae; en particular de la familia Lamiaceae, la variedad conocida es
Lippia berlandieri Schauer o Lipia graveolens HBK. De esta se ha obtenido y
caracterizado su aceite esencial siendo evaluado como antioxidante y conservador en
alimentos (Perales-Jasso et al., 2018; Charles-Avilés et al., 2019), lo que incrementa
su importancia en la industria alimentaria, por ser una alternativa a los aditivos
sintéticos. ElI orégano mexicano tiene mayor contenido de aceite esencial que el

orégano europeo, donde el contenido de carvacrol es mayor (Cuadro 5), debido a esto

4.8. Aceite de Esencial de Orégano
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se atribuye que su aroma sea mas fuerte y tenga una mejor actividad biolégica (Arcila-
Lozano et al., 2004).

Cuadro 5. Composicién del aceite esencial de Origanum vulgare y Lippia berlandieri

Schauer.
Origanum vulgare % (p/p) Lippia berlandieri Schauer % (p/p)
Timol 67.51 Carvacrol 67.51
p-cimeno 11.66 Timol 5.40
y-terpineno 5.51 Terpineno 3.40
Cariofileno 5.38 Mentol 0.50
oxido de cariofileno 2.22 Linalool 0.40
trans-a-bergamoteno 1.65 Limoneno 0.40
Eugenol 1.49 Cineol 0.30
a-bergamoteno 1.32 Mirceno 0.09
Otros 3.26 Otros 22.00

Fuente: Acevedo et al., 2013; Perales-Jasso et al., 2018.

4.9. Encapsulacion de Aceites Esenciales

La encapsulacion es una tecnologia para proteger las propiedades quimicas y fisicas
de los AE para evitar cambios no deseados y mejorar el procesamiento de los
alimentos (Barrera-Ruiz et al., 2020). Los materiales encapsulantes que se utilizan
para los AE pueden estar formados por uno o mas compuestos como liposomas,
nanoparticulas de quitosano, dioxido de silicio, nanoemulsiones, nanofibras y peliculas
comestibles (Yulin Zhu, 2021).

El modo de accién de un compuesto encapsulado se puede dividir en tres principales
etapas: 1) forma una pared alrededor del nucleo; 2) los componentes se mantienen

estables dentro del encapsulado evitando liberacion o degradacion del AE; y 3)
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aplicacion en la matriz alimentaria y liberacion prolongada de componentes (Marques
et al., 2021). La aplicacion de aceites esenciales encapsulados en alimentos presentan
mejor aceptabilidad que con alimentos con aplicacion directa de aceite (Reis et al.,
2022). Un compuesto que cumple con las caracteristicas para ser encapsulante de los

AEPA es el quitosano.

4.10. Quitosano

El quitosano (QT) es un polisacarido abundante en la naturaleza, obtenido a partir de
la desacetilacion parcial de la quitina (Divya & Jisha, 2018). El QT tiene una estructura
lineal formada por residuos de D-glucosamina en mayor proporcion y N-acetil D-
glucosamina en menor proporcion, distribuidos aleatoriamente y unidos por enlaces 3
1,4 (Figura 1; Rodriguez-Pedroso et al., 2021). El QT tiene tres grupos funcionales:
grupo amino, hidroxilo primario y secundario, los cuales influyen en su solubilidad y
propiedades mecénicas, siendo la protonacion del -NH2 que permite la solubilidad del
QT (Roman-Doval et al., 2023).

CH,OH
CHzCH

0]

< H/ FII_O\I\ y /JI \
\I\c‘iH 1/4 O\I\TI y /HI\O\

H NH2

Figura 2. Estructura del quitosano.

Fuente: Ahmed, 2017.

Debido a la solubilidad del QT, éste tiene actividad antimicrobiana contra hongos
filamentosos, levaduras y bacterias Gram* y Gram. Los NH2 con carga positiva en un
pH inferior a 6.3 interactan con las cargas negativas de la pared celular de los

microorganismos generando un rompimiento o lisis de las estructuras, que lleva a la

12



pérdida de compuestos proteicos y constituyentes intracelulares (Hernandez-Tellez et
al., 2016; Valencia 2015). El QT es un polimero biodegradable, biocompatible y no
toxico, por lo que se considera un compuesto capaz de interactuar en un medio y en

otras moléculas.

4.11. Nanotecnologia

Rajamalar et al. (2011) definieron la nanotecnologia como el estudio de la
manipulacion y control de la materia en escala atomica, molecular y dimensiones
nanometricas (Shantilal et al., 2013). Por otra parte, la nanoparticula se define como
el control o la reestructuraciéon de materia a nivel atdbmico y molecular en un tamafio
de alrededor de 1 a 100 nm (Shantilal et al., 2013).

Bratov€i¢ (2015) menciond que la nanotecnologia usada en la encapsulacion,
emulsiones, matrices de biopolimeros, soluciones simples y coloides de asociacion
ofrece sistemas de entrega eficientes. Los nanopolimeros estan tratando de
reemplazar los materiales convencionales en los envases de alimentos. Singh et al.
(2017) indicaron que la nanotecnologia en el procesamiento de alimentos mejora la

textura, apariencia, sabor, valor nutricional y la vida util.

4.12. Nanoparticulas
La definicibn de nanoparticulas es variada, y de acuerdo con Borm et al. (2006), los
nanomateriales tienen al menos una dimension menor de 100 nm. Estos incluyen
nanopeliculas y recubrimientos (5100 nm en una dimensién) y nanoparticulas (5-100
nm en tres dimensiones). Los nanomateriales se utilizan en suplementos alimenticios,
y envases de alimentos con nanoarcillas como barreras de difusion y nanoplata como
antimicrobiano (Sanguansri y Augustin, 2006). Barky et al. (2015) elucidaron que los
AE son quimicamente inestables y susceptibles al deterioro oxidativo y pérdida de
compuestos volatiles en determinadas condiciones (oxigeno, luz, humedad calor), lo
gue provoca degradacion oxidativa, formacion de sabores desagradables y generacion
de radicales libres, afectando las propiedades sensoriales de los alimentos y en

consecuencia su aceptacion por el consumidor.
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4.13. Nanoparticulas de Quitosano

Las nanoparticulas de quitosano (NQT) tienen efectos de superficie, interfaz y un
tamafo pequefio (Divya y Jisha, 2018). Varios métodos se han desarrollado para la
obtencion de NQT como gelificacidbn ionotropica, coacervacibn compleja,
microemulsion, coalescencia de gotas de emulsion y extraccion con disolvente en
emulsion (Grenha, 2012;Peniche y Peniche, 2011). Uno de los métodos mas utilizados
en la industria alimentaria es la gelificacion ionotrépica. Esta consiste en la reticulacion
ionica del QT Yy tripolifosfato de sodio (TPP). El procedimiento se lleva a cabo en un
medio acuoso sin utilizar disolventes organicos. Las nanoparticulas se obtienen
disolviendo el QT en una solucion acida y adicionandolo a una solucién de TPP con
agitacion constante. El tamafio de las nanoparticulas depende de la concentracion del
quitosano y TPP (Peniche y Peniche, 2011).

4.14. Nanoparticulas en Lacteos

En el estudio de Jafarzadeh et al. (2021) evaluaron la actividad antimicrobiana del AEO
(Origanum vulgare L.) contra bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus. El
AEO se utilizé en quesos a una concentraciéon de 0.02% natamicina y nisina, en
pruebas para medir el efecto contra bacterias y hongos. La concentracién de 0.02%
demostré actividad antibacteriana y antifungica en el dia 6. El pH y humedad no se
vieron afectados por la adicion del AEO. Dichos autores concluyeron que una
concentracion de 0.02% en quesos Minas fue eficiente en el control de patdégenos, y
Su uso presenta una alternativa potencial para el control microbiano.

Barrera-Ruiz et al. (2020) evaluaron la actividad antimicrobiana de canela
(Cinnamomum zeylanicum), tomillo (Thymus vulgaris) y aceite esencial de pirul
(Schinus molle) encapsulado en quitosano, observando efectos bactericidas contra las
bacterias Gram™*, siendo Enterococcus spp. la bacteria mas sensible y Staphylococcus
aureus la mas resistente. Dichos autores demostraron que las nanoparticulas de
quitosano con aceites esenciales fueron eficaces contra los patogenos en los
alimentos.

Shawkat et al. (2019) indicaron que las NQT en 0.3% previenen el crecimiento de

Bacillus cereus, responsables del deterioro de la leche después de la pasteurizacién.
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En su estudio encontraron que no tiene efectos sobre las propiedades fisicoquimicas
de la leche pasteurizada durante su almacenamiento (5 °C). Los autores concluyeron
que la adicion de las NQT puede reducir pérdidas econdmicas y reducir riesgos para

la salud que se producen por el deterioro de la leche.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Ubicacion de la Investigacion
La obtencion del quitosano nanoparticulado (QTN) se realiz6 en el Laboratorio de
Biotecnologia Microbiana de la Facultad de Agronomia (FA) de la Universidad
Autonoma de Nuevo Ledn (UANL), y la caracterizacion de las nanoparticulas se realizo
en el Laboratorio de Quimica Analitica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas. La
ejecucion experimental se realizé en el Centro de Investigacion y Desarrollo en la
Industria Alimentaria de la FA, UANL. Los andlisis fisicoquimicos y textura se realizaron
en el Laboratorio de Ingenieria, mientras que en el Laboratorio de Sensorial se realizo
la evaluacion sensorial; los analisis microbiologicos en el Laboratorio de Biotecnologia
Microbiana y los antioxidantes en el Laboratorio de Biotecnologia; todos laboratorios
de la FA, UANL. El andlisis bromatoldgico se hizo en el Laboratorio de Nutricion Animal
y Alimentos de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UANL. El andlisis de
perfil de acidos grasos se realizd en el Laboratorio de Nanotecnologia del Instituto

Tecnolbgico y de Estudios Superiores de Monterrey (ITESM).

5.2. Disefio Experimental
Un disefio experimental completamente al azar de cuatro tratamientos se establecid,
y los tratamientos fueron QPcon: Queso panela control (sin aceite de orégano ni
quitosano), QPaoe: Queso panela con 0.05 g/L de aceite de orégano puro emulsionado,
QPaon: Queso panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de orégano y QPorn: Queso
panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de quitosano. Para cada queso se usaron 3.78
L de leche comercial pasteurizada (Comercializadora de Lacteos y Derivados, S.A. de
C.V.) y por cada tratamiento se realizaron dos réplicas de queso (n = 6 por tratamiento)
realizadas en tiempos diferentes, considerando la evaluacion en dos periodos (1y 7

dias). Las variables se midieron tres veces por cada réplica alos dias 1y 7.

5.3. Composicion del Aceite de Orégano

El aceite de orégano fue obtenido mediante destilacién a vapor y su composicion se

determind por cromatografia de gases (PerkinElmer Clarus 600 y SQ( GC/MS;
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PerkinElmer Inc., Waltham, MA, EE. UU.) equipado con un detector de ionizacion de
llama y una columna capilar Perkin Elmer PE-1 (30 m x 0,25 mm, espesor de pelicula

de 0,25 ym) (Cantu-Valdéz et al., 2020).

5.4. Emulsion del Aceite de Orégano

Para el tratamiento QPacg, el AEO se emulsion6 con Tween 80 (Polisorbato 80 o
Monolaurato de sorbitan polioxietinelado (80)) en una relacion 1:1 y asi adicionarlo a
la leche. Esta proporcion se determind mediante pruebas preliminares de estabilidad.
La emulsion se preparé a 4,000 rpm durante 5 min y se almacend a temperatura
ambiente durante 3 dias, considerando inestabilidad de la emulsion cuando se observo
separacion de las fases. El limite maximo de Tween 80 en quesos no madurados es
de 80 mg/kg (CODEX, 2021). El Tween 80 se adquirié de la empresa Hycel de México
S.A. de C.V., Zapopan, Jalisco, México.

5.5. Preparacion del Quitosano Nanoparticulado

Respecto al grupo experimental QPqrn, el quitosano nanoparticulado (QTN) se obtuvo
siguiendo el procedimiento de Keawchaoon y Yoksan (2011) con ligeras
modificaciones en las concentraciones de quitosano (Figura 3); 500 mL de una
solucién acuosa de 4cido acético a 0.1 M se prepard y 1 g de quitosano (Sigma-Aldrich,
Irlanda) se disolvié en esa solucién; enseguida, el pH de la solucién se ajusté a 4.3
con hidroxido de sodio NaOH (2 M). Por otro lado, otra solucién de 80 mL se preparé
con 1 % de Tripolifosfato de sodio (TPP). Asi, esta solucion con TPP se afiadié por
goteo lento a la soluciéon acuosa de &cido acético con quitosano. Al terminar de
incorporar la solucion con TPP, la mezcla se agité durante 10 min y se almacendé
durante 24 h. Las nanoparticulas formadas se obtuvieron por centrifugacién a 4,000
rom durante 20 min a 25 °C. Una vez eliminado el sobrenadante, el pellet se liofilizé
(LABCONCO; Kansas City, MO, USA) a -35 °C durante 72 h.
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Auste pH
19l NaOH 2M

Liofilizacion a -35°C
durante 72 h Sobrenadante

Figura 3. Procedimiento para la obtencién del quitosano nanoparticulado.

5.6. Preparacién del Orégano Nanoparticulado

Para el tratamiento QPaon, el aceite de orégano nanoparticulado (AON) se obtuvo de
acuerdo con el método de Hosseini et al. (2013) y ligeras modificaciones en las
concentraciones de quitosano y AEO (Figura 4). Las soluciones para el AON fueron
como las de QTN, pero después de ajustar el pH de la solucién a 4.3, se afiadieron 4
g de Tween 80 se afiadieron manteniendo la agitacion durante 30 min. Transcurrido
este tiempo se adicionaron 10 mL de AEO, disuelto en etanol, por goteo lento durante
30 min. Después, la solucién de 80 mL con TPP (1%) se adiciond por goteo lento a
una agitacion de 1,000 rpm. Al terminar de incorporar la solucién con TPP, la mezcla
se agitd durante 10 min y se almacené durante 24 h. Las nanopatrticulas formadas se
obtuvieron por centrifugacion en 4,000 rpm durante 20 min a 25 °C. Una vez eliminado
el sobrenadante, el pellet obtenido se liofiliz6 (LABCONCO; Kansas City, MO, USA) a
-35 °C durante 72 h.
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1glL QT+ Tween 80 65 °C 80 mL 1% TPP

Quitosano gurante 30 min

Liofilizacién a -35 °C
durante 72 h

Figura 4. Procedimiento para la obtencion del orégano nanoparticulado.

5.7. Caracterizacion de las Nanoparticulas

Las nanoparticulas se caracterizaron mediante el método de Sotelo-Boyas et al. (2015)
y Fraj et al. (2019) con ligeras modificaciones. El tamafio hidrodinamico (TH) e indice
de polidispersidad (IPD) se realizaron mediante una dispersion de luz dindmica
utilizando un Zetasizer ZS90-Nano (Malvern Instruments, Worcestershire, UK). El
potencial zeta se midié por movilidad electroforética (Fraj et al., 2019). EI IPD se midi6
para describir la amplitud de la distribucién del tamafio de particula calculada a partir
del analisis de cumulantes. Los espectros FTIR (Transformada de Fourier Infrarroja;
por sus siglas en inglés Fourier transform infrared spectroscopy) se realizaron de
acuerdo con Keawchaoon y Yoksan (2011) con algunas modificaciones; los resultados
se obtuvieron con un espectrémetro de infrarrojos por transformada de Fourier Perkin-
Elmer Sepectrum Two with Universal ATR L1600107 con 64 escaneos (PerkinElmer
Inc., Waltham, MA, USA).

5.8. Elaboracién del Queso Panela
El QP se elabor6 de acuerdo con el método de Villegas de Gante y Santos Moreno
(2016) con las adecuaciones de Sanchez-Zamora et al. (2022) y Fernandes et al.

(2016). El aceite de orégano puro emulsificado (AOE), orégano nanoparticulado (AON)
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y quitosano nanoparticulado (QTN) se adicionaron a 100 mL de leche previamente
ajustada a 32 °C, con una agitacion de 3,500 rpm durante 3 min, y después se refrigerd
durante 3 h para observar la estabilidad.

El proceso de elaboracion inici6é ajustando la temperatura de la leche a 34 °C (Figura
5); enseguida, el cloruro de calcio (CaCl,; 15 g/100 L leche; disuelto en 5 mL de agua
purificada) se adicioné lentamente a la leche con agitacién constante. La adicion de
los tratamientos para QPaoe, QPaon y QPqrn se realizé después de incorporar el CaCls,
mezclando durante 2 min (Figura 5). Después, el cuajo (CUAMIXM.R., CHR HANSEN
de México S.A. de C.V., CDMX, México; 15 mL/100 L leche; diluido en 3 mL de agua
purificada) se afiadié con agitacion constante durante 5 min y reposé durante 20 min
para el cuajado de la leche. Pasado este tiempo, la cuajada se cort6 en cubos (1 cm?),
se mantuvo en reposo por 2 min, se agité lentamente elevando la temperatura a 38 °C
por 2 min y después dejé reposar otros 5 min; la masa se obtuvo mediante un
desuerado parcial (2/3 del suero se retird). El salado (600 g de NaCl/100L leche) se
hizo con agitacion constante y lenta. Al final, el moldeado fue por auto prensado en
moldes cilindricos de plastico, volteando el queso cada 10 min, dos veces por cada
lado. El queso se pesd, empaco en bolsas ziploc y refriger6 a 4 °C hasta su evaluacion

posterior alos 1y 7 dias.
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Figura 5. Diagrama de bloques para la elaboracion del queso panela.

5.9. Rendimiento y Sinéresis
Los pesos y pérdida de peso de los quesos se determinaron en los 16 quesos al inicio
del dia 1 (estos pesos se consideraron como valores iniciales para estimar el
rendimiento y pérdida de peso durante el almacenamiento). Desde el inicio de la
conservacion, los quesos fueron distribuidos y seleccionados de forma aleatoria
durante las mediciones y muestreo (Figura 6). Los pesos de los quesos se tomaron a

los dias 1y 7; la pérdida de peso de los quesos se realizo con la ecuacion siguiente:
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Peso queso inicial-Peso queso final

% Pérdida de peso= ( >x 100

Peso queso inicial

Figura 6. Almacenamiento del queso panela durante la experimentacion.

5.10. Fisicoquimica del Queso
Para la evaluacion del pH se utilizé un potenciometro (HANNA; HI99163, Woonsoket
RI, USA) introduciendo el electrodo directamente en la muestra de queso en cada una
de las réplicas de cada tratamiento. La caracterizacion del color del queso panela se
realizé con un colorimetro CR-400 (Kénica Minolta, Tokyo, Japon) registrando los
valores de L* (luminosidad), a* (tendencia verde al rojo), b*(tendencia azul a amarillo),
Chroma (saturacion) y angulo Hue (tonalidad). El andlisis bromatoldgico consistio en
determinar el porcentaje de humedad, grasa, proteina cruda y cenizas se determinaron
mediante los métodos establecidos por la AOAC (2016). Todos los andlisis se

realizaron por triplicado a los dias 1y 7.

5.11. Perfil de Acidos Grasos
Un total de 2 g de queso panela se sometieron a extraccion de contenido graso
utilizando el método Goldfish (AOAC, 2016); el éter de petrdleo se utiliz6 como
solvente de extraccion. Después de la extraccion, la grasa se transesterificé con 10%
de acido sulfarico en metanol en bafio maria a 80°C por 1 h. Los &cidos grasos metil
éster se analizaron con la técnica de cromatografia de gases acoplado a un
espectrometro de masas (Perkin Elmer: GC Clarus 690, MSD Clarus SQ8T, Waltham,

22



USA), de acuerdo con la metodologia de Torres-Alvarez et al. (2017) utilizando la
columna HP-88 marca Agilent (100 m, 25 mm y 0.20 pum). Las condiciones de analisis
fueron las siguientes: temperatura inicial del horno se control6 a 140 °C durante 5 min,
considerando una velocidad de calentamiento de 20 °C/min hasta llegar a 240°C, esta
temperatura se mantuvo por 15 min y se utilizé gas helio como gas portador a un flujo
de 1 mL/min. Los parametros para el andlisis fueron una fuente de fragmentacién por
impacto electronico y linea de transferencia a una temperatura de 210 °C. Los
resultados se confirmaron con la inyeccién de estandares de &cido graso caproico,
caprico, ladrico, miristico, estearico, oleico y linoleico. Para calcular el factor de
respuesta (Ri) de los acidos grasos, se utilizo la siguiente ecuacion de acuerdo al
método de la AOAC (1998).

Wécido
— graso
Ri_ PSé1cido graso X

Wi

Donde:

R.- Area del pico del acido graso individual en solucién estandar
PSacido graso= Area del pico de &cido graso

Wicido graso=P€s0 del estandar interno

W,=Peso de acido graso individual en solucion estandar

5.12. Anadlisis de Perfil de Textura (APT)
El APT de los tratamientos se determiné siguiendo la metodologia de Sanchez-Zamora
et al. (2022). Las muestras de queso se estandarizaron a 1.5 cm de alturay 1.9 cm de
diametro, enseguida se colocaron en la base de la prueba para iniciar con una
compresion del 50% de la altura de la muestra. EI APT se llevo utilizando un
texturometro (TA.XT.Plus, Stable Micro Systems Serrey, England) a los dias 1y 7,
usando un piston cilindrico de 75 mm de diametro. Los parametros que se obtuvieron
fueron dureza (Newton; N), adhesividad (g s*) gomosidad (g), masticabilidad (g mm-)

elasticidad (mm), cohesividad (adimensional) y resiliencia (adimensional).
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5.13. Capacidad Antioxidante

Los andlisis consistieron en la determinacion de DPPH-« (1,1-diphenyl-1- picrylhydrazyl)
y ABTS++ (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)). La homogenizacion de las
muestras se realizdé de acuerdo a la metodologia de Lim (2013). Un total de 2 g de
queso fresco, 0.2 g materia seca del queso y 2 mL se analizaron por periodo (1y 7 d).
Las muestras se homogenizaron a 6,500 rpm por 2 min y para evitar presencia de
turbidez se realizaron pruebas preliminares de 1,000 yL de muestra centrifugada y 1
mL de agua destilada, agua-etanol (1:1) y 100% etanol; al final fueron medidos 2 mL
por triplicado de cada tubo y colocados en viales hasta su analisis.

La evaluacion DPPH-« se realizé de acuerdo con Brand-Williams (1995). Una solucion
DPPH- se preparé al 0.002% en 100 mL de metanol (80%). La absorbancia se ajusto
con 75 uL de la solucién de DPPH y 25 uL de 100% etanol. Se tomaron 50 pL de la
muestra y se afiadié 1 mL del reactivo DPPH, posteriormente dejarlo reposar durante
30 min en la oscuridad. La lectura se realizo6 en el espectrofotémetro a 512 nm y los
datos se compararon con la curva de calibracion de Trolox (Sigma Aldrich, Darmstadt,
Denmark) 0, 100, 200, 400, 600, 800, 31 1,000 y 1,200 uM de Trolox.

Se calculo el % de inhibicion del radical en el suero con las diferencias de absorbancia
de las muestras, mientras que el ajuste de la curva de Trolox se calculo por diferencias
de absorbancias, expresadas en microequivalentes Trolox (umg/L).

La evaluacion de ABTS-* se realizé de acuerdo con el método Re et al. (1999). Una
solucion de 7 nM de ABTS+* con 2.45 mM de persulfato de potasio, en una proporcion
de 2:1, se incubd a una temperatura ambiente durante 12 h. La absorbancia fue
ajustada con persulfato de potasio (K2S20s) a 0.7 con 732 nm; 10 yL de cada extracto
de etanol absoluto fueron colocados en tubos de Eppendorf y se mezcldé con 975 L
de la solucion de ABTS+*, e incubados a una temperatura ambiente por 6 min. Las
absorbancias fueron leidas a 732 nm en un espectrofotometro (SmartSpec Plus, Bio-
Rad, Hercules, CA, EUA) basandose en una curva de calibracion de Trolox (6-hidroxil-
2,5,7,8-tetra metil cromano-2- carboxilico), los resultados fueron expresados como

miliequivalentes Trolox (umg g/L).
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5.14. Analisis Microbioldgico

Los analisis se realizaron para mesofilos, hongos y levaduras, psicrofilos,
enterobacterias y bacterias &acido lacticas (BAL). La preparacion y dilucion de las
muestras se llevaron a cabo mediante la NOM-110-SSA1-(1994); 10 g de muestra
fueron pesadas y posteriormente se disolvieron en 90 mL de agua peptonada; esta
constituyo la primera dilucion de la muestra. Las diluciones se realizaron en 9 mL de
agua peptonada estéril hasta la dilucién (10-%), homogeneizando durante 3 min a una
velocidad de 4,000 rpm en un Stomacher (Seward Lab., London, UK). El analisis de
mesofilos aerobios y psicroéfilos se realizé de acuerdo con la NOM-092-SSA1 (1994),
usando el medio de cultivo agar método estandar (peptona de caseina: 5.0 g, dextrosa:
1.0 g, extracto de levadura: 2.5 g, agar bacterioldgico: 15.0 g). Las cajas Petri se
incubaron a 37 + 2 °C durante 48 h (mesdfilos) y 4 + 2°C durante 7 dias (psicrofilos).

El conteo de hongos y levaduras se realizo de acuerdo con la NOM-111-SSA1 (1994),
utilizando el medio agar papa dextrosa (infusién de papa 200 g: 4 g, dextrosa: 20 g,
agar: 15 g). Las cajas Petri se incubaron a 22 °C durante 5 dias, mientras que el de
las levaduras se incubaron a 37 °C durante 48 h. Para la determinacion de BAL se
obtuvo de acuerdo con Vazquez Velazquez et al. (2018). El conteo se realiz6 en el
medio MRS (de Man, Rogosa, Sharpe). Las cajas Petri se incubaron a una temperatura
de 37 + 2 °C durante 24 h. Para el conteo de las enterobacterias se realizé de acuerdo
con Saxer et al. (2013), y se realizé con el medio agar MacConkey; las placas se
incubaron a una temperatura de 37 + 2 °C durante 24 h. La temperatura para para la
incubacion (Incubadora Waltham, Massachusetts, USA) de los microorganismos fue
monitoreada constantemente. El conteo de colonias se realizé en un contador de
placas bacterianas (Bio-Technologies, Ontario Canada). Para estimar la formacion de
unidades de colonia (UFC/mL), el nimero de colonias se multiplico por el factor de

dilucién (101 a 10%) y se transformaron logaritmicamente (log1o).

5.15. Anaélisis Sensorial
La evaluacion sensorial se realizd0 con 30 evaluadores semi entrenados vy
consumidores habituales de queso panela en cada periodo de evaluacién experimental

(1y 7 dias). En cada periodo de analisis, cada evaluador recibi6é cuatro recipientes de
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plastico con una muestra de 5 g de cada tratamiento, y cada recipiente estuvo
codificado con tres digitos seleccionados al azar. Se realizé una evaluacion sensorial
por atributos, los cuales fueron color blanco, olor, suavidad, sabor y aceptabilidad
global. Para esto, una escala heddnica de 5 puntos (1 fue me disgusta mucho y 5 me
gusta mucho) se utilizo para la evaluacion de los atributos. Los evaluadores realizaron
la evaluacion en cabinas individuales y separadas. Los resultados se expresaron como
indice de aceptabilidad (IA%) de acuerdo a la ecuacion reportada por Fernandes y
Salas-Mellado (2017):

Valor hedonico asignado

Valor hedénico maximo x100

IA (%)=

5.16. Analisis Estadistico

En el analisis del tamafio de las nanoparticulas, la prueba t-Student de dos muestras
independientes fue realizada para evaluar el comportamiento y tamafo. Para analizar
los datos del queso panela, un disefio de bloques completamente al azar se considero
en los analisis de las variables respuestas evaluadas de los quesos considerando tres
factores en el modelo estadistico: tratamientos (Ti), dias de evaluacién (&) e
interaccion (Td)ijk) y blogues (B1); el modelo estadistico para el andlisis de los datos fue
Yik=d + Ti+ & + (TO)ijw + Pi + Eik; donde: Yix = variables respuestas medias en el
tiempo, 1 = media general, Ti = efecto del i-ésimo tratamiento; §; = efecto del j-ésimo
dia de evaluacion (1 y 7 dias), (Td)ijk = efecto de la interaccion entre el i-ésimo
tratamiento y el j-ésimo dia, B = efecto del I-ésimo bloque y €ix = error aleatorio
distribuido en forma normal con media y varianza [€ix ~ N (4, 02)]. Cuando en el analisis
de la varianza, el valor de probabilidad (P-value) result6 menor a 0.05 (P-value < 0.05)
para cada variable respuesta, Ho fue rechazada y la comparacion de medias se realizo
con la prueba Tukey (a = 0.05) en el siguiente orden: efecto interaccion [(Td)i); letras
mayusculas] y efectos fijos (Tiy §;; letras minusculas). Los datos se analizaron con el
software Minitab® (2013).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Composicion del Aceite de Orégano

Los compuestos volatiles del aceite de orégano Lippia berlandieri Schauer se observan
en el Cuadro 6 donde el compuesto mayoritario fue carvacrol, seguido de timol. Los
resultados contrastan con Silva-Vazquez et al. (2016) porque dichos autores
obtuvieron 60.02% carvacrol y 3.96% timol. Por otra parte, Gomez-Sanchez et al.
(2011) obtuvieron 41.54% carvacrol y 3.39% timol. Los resultados obtenidos en la
caracterizacion del aceite de orégano del presente estudio pueden ser relacionada a
la cantidad y tipo de metabolitos secundarios, dependiendo de la variabilidad genética,
tiempo de cosecha, acidez del suelo y comportamiento del clima (calor, frio y
humedad) (Calvo-Irabién et al., 2014).

Cuadro 6. Compuestos volatiles (%) del aceite esencial de orégano (Lippia berlandieri

Schauer).
Compuesto Concentracion (%)t

Carvacrol 76.16

Timol 10.07
Terpineol 2.88
Alcanfor 1.59

Linalol 6.37
a-pineno 0.90
B-pineno 2.01

TLos porcentajes de compuestos volatiles fueron obtenidos utilizando el método AOAC 996.06 por
cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria de masas con ionizacion

6.2. Caracterizacion de Nanoparticulas
Los analisis con FTIR permiten caracterizar nanoparticulas. En la Figura 7 se muestra
el espectro FTIR de las nanoparticulas de orégano y quitosano. Las nanoparticulas de
quitosano mostraron bandas de absorcién a 3,406 cm* que se atribuye a la unién de
Tripolifosfato de Sodio (TPP), 1,634 cm™ que corresponde a la vibracion de
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estiramiento de P=0 de los grupos fosfato, y las bandas 1,555 cm™* y 1,401cm™ que
indican la absorcion de la amida (NH2). Por otra parte, el orégano nanoparticulado
mostr6 bandas a 2,916 cm™ que muestra la unién del TPP con el quitosano, 1,556 cm-
1y 1,411 cm correspondientes a la amida (NH2), 1,247 cm, 1,160 cm™ y 992 cm™
indicando presencia de grupos carbonilos que interactian con grupos aminos y
fosfatos. Los resultados del quitosano nanoparticulado contrastan con Boyas et al.
(2017) debido a que las bandas de absorcion se observaron a 3,451 cm para OH,
1,646 cm™ para el estiramiento de la NHz (Amida 1), y 1,105 cm* (C-O-C estiramiento).
Respecto al orégano nanoparticulado, Yoncheva et al. (2021) demostraron que las
bandas a 3,380 cm™ de O-H indica la vibracién de estiramiento. Las bandas de 870
cm?y 2,960 cm™ son atribuidas para el estiramiento de vibracion de C-H del CHz-
alifatico, mientras que las bandas a 1,600 cm y 1,300 son atribuidas a la inflexién de
C-H de los grupos CH: alifaticos e inflexion de C-O-H, respectivamente. Las bandas
de absorcién entre 900 cm1-1,200 cm™ confirma la presencia de carvacrol y timol, lo

que indica la validez de la nanoparticulacion del orégano con quitosano.
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Figura 7. Espectro FTIR de nanoparticulas de quitosano y orégano en nanoparticulado.

28



El tamafio y distribucion de las nanoparticulas de quitosano se presentan en el Cuadro
7 y Figuras 8 y 9; las nanoparticulas de quitosano resultaron con mas tamafio que las
del orégano. Boyas et al. (2013) indicaron que hay factores que intervienen en el
tamafo de las nanoparticulas, mientras mas altas sean las concentraciones de los
componentes, el tamafio de particulas disminuye; esto resulta en un potencial zeta
bajo, indicando inestabilidad entre las nanoparticulas debido a la interaccion
electrostética débil. Esto se observo para las nanoparticulas de quitosano, las cuales
presentaron mayor tamafio y menor potencial zeta, entre mas bajo sea el tamafio de
particula habra mayor homogeneidad en la distribucion y uniformidad del diametro.
Sedlalikova et al. (2017) indicaron que las particulas en sistemas donde el
encapsulante es el polimero, la solubilidad es alta debido al disolvente (solucion
acuosa de acido acético). En cambio, para el orégano nanoparticulado, el tamafio se
atribuye a la actividad estabilizante del emulsionante utilizado (Tween 80) ya que el
tensioactivo estd compuesto por particulas dispersas, las cuales se extienden en la
solucién debido a que reduce la tension interfacial con el fin de encapsular las gotas
de aceite (Fraj et al., 2019).

Cuadro 7. Tamafio de las nanoparticulas de quitosano y orégano.

Nanoparticula® Tamafo (nm)
Quitosano 208.642
Orégano 61.04°
EEM 4.29
P-value 0.000

T EEM: error estandar de la media.
ab Medias en filas con diferente letra indican diferencia estadistica entre las nanoparticulas (P<0.05).

29



15. .................. SO IR (R e (SRR O S (R S SN RO D Bt § IR IR e 40

Intensity (%)

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 2568 QTS 1110001 Record 2569: QTS 141000 2

Record 2570: QTS 1/1000 3]

Figura 8. Distribucién del tamafio de quitosano nanoparticulado.

1571

£ 101
=
(%)
o
€ ST

0 + + + + 1

01 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)
Record 2583; QTS AO 1400001 Record 2584. QTS A0 1410000 2

Record 2585 QTS A0 140000 3

Figura 9. Distribucion del tamafio de orégano nanoparticulado.

6.3. Efecto de las Nanoparticulas en Leche para Elaborar el Queso Panela
6.3.1. Rendimiento, Sinéresis y pH
La produccién eficiente de quesos frescos se evalla con el rendimiento y sinéresis. En
el Cuadro 8 se muestra el rendimiento y sinéresis de quesos panela (QP) elaborados
de leche tratada con orégano y quitosano en nanoparticulas en 7 dias. En el dia 1 se
muestra que QPgrtn obtuvo un mayor rendimiento, seguido de QPaon, QPaoe y QPcon).
En el dia 7, QPaon mostré mayor rendimiento seguido de QPaoe, QPorn Y QPcon,

demostrando que no hubo una diferencia significativa entre los rendimientos (P>0.05),
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pero el rendimiento disminuyo 1.5 % aproximadamente en todos los quesos del dia 1
al 7.

Cuadro 8. Rendimiento y sinéresis en queso panela obtenido de leche con orégano y

quitosano en nanoparticulas durante 7 dias.

Dia/Tratamiento’ Rendimiento(%) Sinéresis(%)
Dia 1
QPcon 11.813A 1.11%A8B
QPacE 12.04%A 0.76%B
QPaon 12.45%A 0.632B
QPqrn 12.50%A 1.983AB
Dia 7
QPcon 10.45%A 2.76%A8
QPaoE 10.663A 2.763A8
QPaon 10.85%A 5.71%A
QPotn 10.533A 4.39%AB
EEM 2.14 0.97
P-values
Tratamiento (Ti) 0.566 0.347
Dia (5)) 0.135 0.001
(TO)j 0.836 0.340

TQPcom: Queso panela control (sin aceite de orégano ni quitosano), QPaoe: Queso panela con 0.05 g/L de aceite
de orégano puro emulsionado, QPaon: Queso panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de orégano, QPqgrn: Queso
panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de quitosano. EEM: error estandar de la media.

ab Medias en la misma columna, entre tratamientos y en diferente tiempo con diferentes superindices difieren
significativamente (P<0.05).

AD Medias en la misma columna, para todos los tratamientos y dias con diferentes superindices difieren
significativamente (P<0.05).

En relacion a la sinéresis, en el dia 1 se mostré que el tratamiento de QPaoe no

presento (P>0.05) una pérdida de suero, pero el QPaon perdié menos sueroy el QPorn
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tuvo una mayor pérdida. En el dia 7, QPaon presentd una mayor pérdida de suero,
seguido de QPqrn Yy por ultimo QPcon y QPace, demostrando que la sinéresis aumento
(P<0.05) del dia 1 al 7, siendo mayor en QPaon y menor el QPcon Yy QPace al dia 7.

El queso panela pierde agua (lactosuero) la cual se considera como sinéresis, y como
consecuencia, la pérdida de peso se ve afectada cuando son tratados con algun aditivo
(Sanchez-Zamora et al., 2022). Estos resultados se apreciaron con las diferencias de
los pesos de los QP, los cuales al dia 1 QPaon Y QPaoe presentaron menor sinéresis y

al dia 7 fueron QPcon Yy QPack, Y en consecuencia mejores rendimientos.

El efecto del orégano nanoparticulado y nanoparticulas de quitosano en el pH de los
QP a los 7 dias de almacenamiento se muestra en la Figura 10; en el dia 1 los
tratamientos no mostraron diferencias (P>0.05), pero en el dia 7 los tratamientos
resultaron diferentes (P<0.05) en el pH. Se mostré un efecto de la interaccion entre los
dias (P<0.05), indicando que el pH cambi6 en los tratamientos del dia 1 al 7. Guerra
Martinez et al. (2011) evaluaron el pH del queso durante 15 dias, obteniendo un pH de
6.40 al dia 1 y al dia 7 obtuvieron 6.03; valores relativamente mas bajos a los de la
presente investigacion con las nanoparticulas incorporadas en leche para elaborar el
QP, lo que indica que el AOE, AON y QTN no afectan la calidad fisicoquimica del QP
en 7 dias. Shawktal et al. (2019) evaluaron el pH de leche tratada con nanoparticulas
de quitosano en diferentes concentraciones (0.1%, 0.2% y 0.3%) durante 30 dias, y
0.3% al dia 1 mostré un pH de 6.64 y al dia 15 de 6.61, indicando que la adicion de

QTN no afecta la calidad de la leche pasteurizada.
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Figura 10. pH en queso panela obtenido de leche con orégano y quitosano

nanoparticulados durante 7 dias.

QPcon: Queso panela control (sin aceite de orégano ni quitosano), QPaoe: Queso panela con 0.05 g/L
de aceite de orégano puro emulsionado, QPaon: Queso panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de
orégano, QPqrn: Queso panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de quitosano.

6.3.2. Comportamiento del Color en el Queso

El color de los quesos se evalla con la luminosidad (L*) y tendencia al color amarillo
(b*). La evaluacion del color de los quesos panela obtenidos de leche tratada con
orégano y quitosano en nanoparticulas a los 7 dias se presenta en el Cuadro 9. El
comportamiento del color en los QP no vario en el tiempo ((T®);j >0.05), pero si cambid
(6j; P<0.05) por cada dia. Al dia 7, L* fue diferente pero no al dia 1, mientras que b*,
Hue (tono) y Chroma (saturacion) fueron diferentes al dia 7. El QPgorn presentd mas L*
y QPace menor L*. Los resultados en a* resultaron en negativo ya que estan mas cerca
de cero, lo que indica un resultado esperado debido que el QP es blanco y no hay una
tendencia de verde o rojo. En b* y saturacion, QPcon resultd mas alto y QPaon mas
bajo, pero en la tonalidad estos tratamientos tuvieron un comportamiento opuesto (<
en QPcon; > en QPaon). Sanchez-Zamora et al. (2022) mostraron al dia 4, 8 y 15 que
L* y a* fueron iguales en todos los tratamientos. El comportamiento de estas variables
en QPaoe, QPaon puede deberse a los pigmentos del AEO como los monoterpenos

fendlicos y la maduracion.
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Cuadro 9. Evaluacion del color de los quesos panela obtenidos de leche tratada con

orégano y quitosano en nanoparticulas en 7 dias de almacenamiento.

Variables de color?
Dia/Tratamiento’

L* a* b* Hue Chroma
Dia 1
QPcon 94.043AB -1.59 11.94%A8 98.85b4 12.13%A8
QPaoce 94.513AB -1.56 11.7130A8 98.9820A 11.8530A8
QPaon 95.243A -1.83 11.39b:8 99.113A 11.530B
QPqmn 95.12aB -1.80 11.4520B 98.9320A 11.5930A
Dia 7
QPcon 03.54b:A8B -1.30 12.28%A 96.0628 12.36%34
QPaoce 93.37bB -1.26 11.873A8 96.072B 11.963A8
QPaon 93.8530AB -1.29 11.84%A8 96.1628 11.91%A8
QPomN 94.36%A8 -1.39 11.843A8 96.392B 11.913A8
EEM 0.33 0.11 0.13 0.21 0.144
P-values
Tratamiento (Ti) 0.008 0.550 0.003 0.756 0.003
Dia (8)) 0.000 0.000 0.002 0.000 0.016
(TO)j 0.658 0.803 0.768 0.770 0.808

TQPcon: Queso panela control (sin aceite de orégano ni quitosano), QPaoe: Queso panela con 0.05 g/L
de aceite de orégano puro emulsionado, QPaon: Queso panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de
orégano, QPqrn: Queso panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de quitosano. EEM: error estandar de la
media.

+L*: luminosidad; a*: tendencia al rojo; b*: tendencia al amarillo; Chroma: indice de saturacién; angulo
Hue: indice de tonalidad.

ab Medias en las filas con diferente letra indican diferencia estadistica entre los tratamientos (P<0.05).
A-D Medias en la misma columna, para todos los tratamientos y dias con diferentes superindices difieren
significativamente (P<0.05).
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6.3.3. Bromatologia del Queso Panela

La composicién bromatolégica de un alimento es la humedad, proteina, grasa,
carbohidratos y cenizas. En la composicion de los QP obtenido con la adicién de
nanoparticulas en la leche, el porcentaje de proteina cruda cambié ((Td)j; P<0.05)
entre los tratamientos durante los dias de almacenamiento, mientras que en los dias
(6) solo varié (P< 0.05) el porcentaje de humedad y ceniza (Cuadro 10). La humedad
fue diferente al dia 7, siendo menor en QPorn Yy mayor en QPcon. El porcentaje de
proteina cruda aumento del dia 1 al 7, donde QPqrn drasticamente incremento del dia
1 al 7, y QPcon mantuvo estable su contenido proteico (mas bajo al dia 7). Las cenizas
disminuyeron el dia 1 al 7. El porcentaje de grasa cruda del QP no se modificod (P>0.05)
durante los dias de almacenamiento. Con estos hallazgos puede indicarse que los
tratamientos modifican los componentes nutricionales, debido al cambio notable de los
componentes respecto a los QP control.

Una disminucion en el porcentaje de la humedad se atribuye a la sinéresis del queso.
McSweeny (2004) indic6 que la sinéresis del queso disminuye la actividad del agua y
el agua total debido a los nuevos grupos carboxilo y aminoacidos formados durante la
hidrolisis durante el almacenamiento, ya que forman enlaces con las moléculas de
agua, dificultando la disponibilidad. Esto también explica el incremento de proteina al
dia 7, ya que,al perderse los enlaces peptidicos, quedan expuestos mas aminoacidos
en el medio.

Ramirez-Lépez y Vélez-Ruiz (2018) realizaron analisis proximales en queso panela de
vaca y cabra durante 15 dias, mostrando que en el queso de vaca, el contenido de
proteina aumenta y el de grasa disminuye durante el almacenamiento. Los resultados
de este estudio son similares a los reportados por Guo et al. (2011), Van Hekken y
Farkye (2003) y Guerra-Martinez et al. (2012). El contenido de humedad vari6 de 53 a

58%, el contenido de grasa de 16 a 21% y el contenido de proteina de 15 a 20%.
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Cuadro 10. Analisis proximal del queso panela obtenido de leche con orégano

nanoparticulado y nanoparticulas de quitosano en 7 dias.

Componente (%)

Dia/Tratamiento’

Humedad Proteina Grasa Ceniza
Dia 1l
QPcon 52.64%A 15.473A8 24.88 1.74%A
QPacE 53.213A 15.493A8 26.66 1.70 @A
QPaon 51.963A 15.413A8 26.61 1.58%A8
QPqmn 52.68%A 14.1628 27.10 1.693A8
Dia 7
QPcon 51.94%A 15.493A8 25.16 1.200B
QPaocE 50.592A8 16.483A 26.34 1.3530:AB
QPaon 50.453AB 16.313A 27.86 1.3330:AB
QPomN 48.12°B 16.653A 27.81 1.543A8
EEM 1.12 0.36 1.60 0.185
P-values
Tratamiento (Ti) 0.151 0.216 0.477 0.832
Dia (9)) 0.000 0.000 0.786 0.010
(TO)j 0.114 0.005 0.973 0.625

TQPCON: Queso panela control (sin aceite de orégano ni quitosano), QPaoe: Queso panela con 0.05 g/L de aceite
de orégano puro emulsionado, QPaon: Queso panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de orégano, QPqtn: Queso
panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de quitosano. EEM: error estandar de la media.

ab Medias en las filas con diferente letra indican diferencia estadistica entre los tratamientos (P<0.05).
A-D Medias en la misma columna, para todos los tratamientos y dias con diferentes superindices difieren
significativamente (P<0.05).

6.3.4. Andlisis de Textura
El andlisis instrumental de la textura consiste en evaluar la dureza, adhesividad,

fracturabilidad, cohesividad, masticabilidad, elasticidad, gomosidad y resiliencia. La
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dureza de los QP a través de los dias ((T®)ij) mostro diferencias (P<0.05; Figura 11).
Los quesos disminuyeron en la dureza del dia 1 al 7. El QPcon fue mas duro en los
dos dias, pero QPaon y QPqtp presentaron menos dureza (mas suaves), siendo QPaon
con la dureza mas baja al dia 7. La dureza del queso aumenta con el tiempo como
resultado de la pérdida del agua y protedlisis (Bourne, 2002), aunque esto se contrasta
en este estudio porque la dureza de todos los QP disminuyo en el tiempo; sin embargo,
los QP con nanoparticulas desde su elaboracién mostraron menos dureza (suavidad).
Sanchez-Zamora et al. (2022) indicaron que en 8 dias, el QPcon presenta mayor
dureza que en los quesos experimentados con AOE, resultados similares a este
estudio. Artiga-Artigas et al. (2017) aplicaron un recubrimiento con AOE en quesos
bajos en grasa durante 25 dias en refrigeracion, indicando que las muestras control
presentan una mayor dureza que en las muestras con AOE.

Lobato-Calleros et al. (2007) mencionaron que un queso con mMas proteina serd mas
firme y dificil de deformar, esto se debe a que las proteinas forman una red que atrapa
a los glébulos de grasa, lo que da al queso su estructura. En los resultados de este
estudio con la adicién de AOE y AON, los QP presentaron menor dureza con el tiempo.
Sanchez-Zamora et al. (2022) indicaron que el AOE ocupa los espacios intersticios en

la red proteica del queso, manteniendo la suavidad del producto a través del tiempo.
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Figura 11. Dureza del queso panela obtenido de leche con orégano y quitosano
nanoparticulados durante 7 dias.

QPcon: Queso panela control (sin aceite de orégano ni quitosano), QPaoe: Queso panela con 0.05 g/L de aceite de
orégano puro emulsionado, QPaon: Queso panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de orégano, QPqrn: Queso panela
con 0.05 g/L de nanoparticulas de quitosano.

ab Medias en barras con diferente letra indican diferencia estadistica entre los tratamientos (P<0.05).
A-D Medias en la misma barra, para todos los tratamientos y dias con diferentes superindices difieren
significativamente (P<0.05).

En el Cuadro 11 se presentan otras variables del analisis de textura del queso panela
obtenido con leche tratada con aceite de orégano y quitosano en nanoparticulas en 7
dias. El efecto de la interaccion de tratamiento con dias fue significativo en adhesividad
((T®)j ; P<0.05), mientras que el tiempo (&) resultd significativo (P<0.05) para
elasticidad. En cambio, los tratamiento y dias fueron significativos para cohesividad y
resiliencia. El efecto tratamiento (Ti) fue significativo para gomosidad y masticabilidad.
La adhesividad disminuy6 en todos los QP en el tiempo, donde QPaoce aumenté al dia
1y al dia 7. La gomosidad se mantuvo en QPcon Yy QPaon pero para QPaeo y QPortn
disminuyo del dia 1 al 7. En el caso de la masticabilidad, esta aumento del dia 1 al 7
para QPcon, seguido de QPaeo. La resiliencia aumenté en QPaeo y QPaon. Los
resultados de AOE y AON son similares a los reportados por Artiga-Artigas et al.
(2017), al indicar que si la dureza aumenta también incrementa la masticabilidad y

gomosidad.
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Cuadro 11. Analisis de perfil de textura de quesos obtenidos de leche con orégano y

quitosano en nanoparticulas en 7 dias de almacenamiento a 4°C.

Adhesividad Elasticidad

Gomosidad Masticabilidad

Dia/Tratamiento . Cohesividad Resiliencia
©s™) (mm) @) (g mm?)
Dia 1l
QPcon -12.60%A 0.88aAB 0.48aC 10.22aA 9.14aA 0.22acDb
QPaoe -11.273A 0.87aAB 0.478bC 9.42abiAB 8.193b:AB 0.22ab
QPaon -13.703A 0.87aABC 0.47230:C 8.190AB 7.08PA 0.22aD
QPorN -13.60aAB 0.88 aA 0.46bC 7.650B 6.77"B 0.2Qb:b
Dia 7
QPcon -18.77aAB 0.87aABC 0.572bB 10.463A 9.53aA 0.282ab:AB
QPaoEe -16.00%AB 0.86 2BC 0.62aA 8.64a0AB 8.76a0AB 0.30%A
QPaon -17.63aAB 0.85ac¢ 0.632A 8.43bB 7.59b:AB 0.302PA
QPorn -22.52aB 0.85aC 0.62bA 7.83bB 7.09bB 0.269BC
EEM 2.66 0.44 0.02 0.52 0.48 0.01
P-values
Tratamiento (Ti) 0.662 0.982 0.015 0.000 0.000 0.000
Dia () 0.031 0.000 0.000 0.683 0.226 0.000
(TO)jj 0.019 0.931 0.080 0.997 0.988 0.210

TQPCON: Queso panela control (sin aceite de orégano ni quitosano), QPaoce: Queso panela con 0.05 g/L de aceite
de orégano puro emulsionado, QPaon: Queso panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de orégano, QPqtn: Queso
panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de quitosano. EEM: error estandar de la media.
ab Medias en las filas con diferente letra indican diferencia estadistica entre los tratamientos (P<0.05).

A-D Medias en la misma columna, para todos los tratamientos y dias con diferentes superindices difieren

significativamente (P<0.05).

La textura de un alimento como su dureza, masticabilidad y gomosidad esta

relacionada con el contenido de humedad, a mayor contenido menor sera la textura
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del alimento (Kandasamy Saravanakumar, 2020). Sanchez-Zamora et al. (2022)
mostraron resultados similares a AOE y AON, indicando que la adicién del AOE ayuda
a limitar la pérdida de humedad en el queso panela.

6.3.5. Actividad Antioxidante

El andlisis de ABTS<+ de los QP de leche tratada con orégano y quitosano en
nanoparticulas al dia 1y 7 se muestra en el Cuadro 12. El efecto tratamiento (Ti) tuvo
influencia (P<0.05) en QP base humeda y seca. A estas condiciones, los analisis
indicaron que la capacidad antioxidante increment6 para QPaoce y QPaon en 7 dias, y
QPqorn tuvo la menor capacidad antioxidante. El efecto antioxidante de los AOE y AON
podria ser explicado por el mecanismo de accion de la donacion de electrones por los
compuestos fendlicos y otros polifenoles (Vuki¢ et al., 2022). Esto también significa
que tras la adicion de AOE y AON, los monofenoles conducen un aumento a la
hidrofobicidad, debido a que interfieren en las membranas celulares, donde protege
las células del dafio oxidativo (Fawal et al., 2019), que se vio reflejada en el incremento
al dia 7.

El Cuadro 13 muestra el analisis DPPHe+ del QP elaborado a partir de leche con
orégano y quitosano en nanoparticulas durante 7 dias. En QP base humeda y seca
hubo efecto (P<0.05) en la interaccion (Ti) y dias de evaluacion (§;). El suero no hubo
una diferencia (P>0.05) en las propiedades antioxidantes. En queso base humeda, al
dia 1 en QPqgrn obtuvo la mayor respuesta antioxidante, pero al dia 7 disminuy6 y
QPaon mostré la mejor capacidad antioxidante. En materia seca, QPaoe tuvo mejor
propiedad antioxidante aldia 1y 7 y alos 7 dias QPortn la mas baja.

Las propiedades antioxidantes de las proteinas estan asociadas con la composicién
de aminoacidos, estos pueden actuar como antioxidantes, principalmente por la
limitacién de la actividad de sus grupos sulfhidrico (cisteina y metionina) o donacién
de residuos aromaticos (triptéfano, tirosina y fenilalanina) (Stobiecka et al., 2022); esta
propiedad de los aminoacidos puede mejorar con el AEO y AON cuando se
adicionaron en la leche hasta la elaboracion y evaluacion de los QP. En la materia
seca, puede indicarse que en QPaon Y QPace mejoraron la capacidad antioxidante por
los componentes carvacrol y timol del aceite de orégano que pueden controlar la

protedlisis. Gupta et al. (2009) realizaron un estudio de quesos cheddar en diferentes
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etapas de maduracion; dichos autores observaron que el aumento de la actividad
antioxidante esta relacionado con la tasa de formacién de péptidos solubles debido a

la protedlisis.

Cuadro 12. Actividad antioxidante (ABTS++) de queso panela procesado con leche

adicionada con orégano y quitosano nanoparticulado durante 7 dias a 4 °C.

ABTSe+ (uMol/L Trolox)

Dia/Tratamiento

Queso Materia Seca
Dia 1
QPcon 618.0028 432 .508abcBC
QPaocE 833.002A8 759.002AB
QPaon 787.003AB 583.6030ABC
QPotn 738.002A8 356.90¢¢
Dia 7
QPcon 400.5088 423.60bcC
QPaocE 1168.00%A 845.00&A
QPron 1216.30048 593.60QABC
QPortn 547.205B 387.20¢¢
EEM 100.75 67.11
P-values
Tratamiento (Ti) 0.000 0.000
Dia (8)) 0.242 0.605
(TO)i 0.052 0.933

'QPcon: Queso panela control (sin aceite de orégano ni quitosano), QPaoe: Queso panela con 0.05 g/L de aceite
de orégano puro emulsionado, QPaon: Queso panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de orégano, QPqtn: Queso
panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de quitosano. EEM: error estandar de la media.

ab Medias en las filas con diferente letra indican diferencia estadistica entre los tratamientos (P<0.05).

A-D Medias en la misma columna, para todos los tratamientos y dias con diferentes superindices difieren

significativamente (P<0.05).
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Cuadro 13. Actividad antioxidante (DPPH¢) de queso panela elaborado con la adicion

de orégano en leche durante 7 dias de almacenamiento.

DPPH-
Dia/Tratamientof Queso Suero Materia Seca
HUMol/L Trolox (%Inhibicion) MMol/L Trolox
Dia 1
QPcon 217.50%BC 99.90 359.00¢8C
QPaoce 279.00b¢ABC 99.84 1014.00%A
QPron 401.6020:AB 99.89 797.30 ab:AB
QPN 417.00%A 99.89 554.10%A8BC
Dia 7
QPcon 279.20%ABC 99.89 265.90°C
QPace 279.10%ABC 99.89 607.003ABC
QPaon 308.00%48C 99.89 411.00bBC
QPqmn 163.20%¢ 99.88 207.500:C
EEM 35.97 0.006 84.97
P-values
Tratamiento (Ti) 0.083 0.789 0.000
Dia (5j) 0.022 0.395 0.657
(T8)j 0.002 0.971 0.340

TQPcon: Queso panela control (sin aceite de orégano ni quitosano), QPaoe: Queso panela con 0.05 g/L
de aceite de orégano puro emulsionado, QPaon: Queso panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de
orégano, QPotn: Queso panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de quitosano. EEM: error estandar de la
media.

ab Medias en las filas con diferente letra indican diferencia estadistica entre los tratamientos (P<0.05).
A-D Medias en la misma columna, para todos los tratamientos y dias con diferentes superindices difieren
significativamente (P<0.05).
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Revilla et al. (2016) analizaron la capacidad antioxidante en quesos variando el tipo de
leche y determinaron que en queso de leche de vaca, la actividad antioxidante
aumentd con respecto al tiempo; lo que indica una protedlisis progresiva, generando
péptidos solubles y aminoacidos. En este estudio, todos los QP estuvieron 7 dias en
almacenamiento, por lo que una proteodlisis pudo ser la misma pero la diferencia radico
en los QP fueron elaborados con aceite de orégano emulsionado y nanoparticulado.
Esto es respaldado por lo indicado por Teodoro et al. (2014), quiénes indicaron que la
liberacion de los componentes activos de los aceites esenciales encapsulados ocurre

gradualmente, permitiendo que su efecto sea prolongado.

6.3.6. Andlisis Microbioldgico

Los analisis microbiologicos de los alimentos durante su almacenamiento a 4 °C
incluyen mesdfilos, psicrotrofos, hongos-levaduras y bacterias acido lacticas (BAL). El
analisis microbiolégico de los quesos obtenidos adicionado en leche aceite de orégano
y quitosano en nanoparticulas mostraron que las BAL y enterobacterias cambiaron a
través del tiempo entre los tratamientos ((Td)j; P<0.05; Cuadro 14). El conteo de
Mesofilos fue diferente (P<0.05) en los dias, mientras que los hongos y levaduras
cambiaron en tratamientos y psicroéfilos resulté diferente tanto en tratamientos como
dias. En el caso de Mesdfilos, bacterias acido lacticas (BAL), hongos y levaduras (HL)
resultaron con mayor conteo para QPace al dia 7, y QPqrn tuvo menor conteo en
mesofilos y HL, mientras que QPcon tuvo el menor conteo de BAL en 7 dias. En
psicrofilos al dia 7 fue mayor QPqorn mientras que QPaoe Yy QPaon presentd menores
conteos. Respecto al conteo de enterobacterias, en QPcon aumentd y con QPaon
disminuyd. Para el recuento de mesofilos, Schuh et al. (2022) afiadieron 0.05 % AEO
en queso tipo cremoso y evaluaron su vida de anaquel a 35 dias, mostrando resultados
similares a este estudio. Por otra parte, Zantar et al. (2014) afiadieron 0.05% AEO en
gueso fresco de cabra y determinaron su vida de anaquel, los resultados de mesdofilos
fueron superiores a este estudio, demostrando que el AEO afecta a los mesdfilos.
Schuh et al. (2022) para enterobacterias indicaron que una concentracion de 0.05 %
de AO en queso crema, presentod crecimiento en 7 dias debido a la una concentracion
baja del AO.
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Cuadro 14. Andlisis microbiolégico en queso panela con orégano en 7 dias de

almacenamiento a 4°C.

Dia/Tratamiento’

Andlisis microbiolégico (Log UFC/mL) *

MES BAL HyL PSI ENT
Dia 1
QPcon 2.43%A8B 2.063C 3.1920:A8B 3.393A 1.002:BC
QPaoE 1.8628 1.783¢ 3.91%A8 1.90PBC 1.913A
QPaon 2.10%A8 2.5138B¢ 3.0220:A8 1.118¢ 1.573A
QPomN 1.9328B 2.30%¢ 2.745B 3.30%A 0.84bBC
Dia 7
QPcon 3.133A8 2.02b¢ 3.38a0:AB 3.213A 0.81%BC
QPacE 3.27%A 3.613A 4.03%A 2.33bABC 0.523¢
QPaon 3.03%A8 2.250¢ 3.3130:AB 2.380A8B 0.51&¢
QPqmN 2.50%A8 3.453A8 2.88PA8B 3.59%A 0.5328B
EEM 0.28 0.21 0.28 0.29 0.20
P-values
Tratamiento (Ti) 0.289 0.002 0.001 0.000 0.078
Dia (8j) 0.000 0.000 0.365 0.030 0.000
(TO)ij 0.496 0.000 0.991 0.096 0.009

TQPcon: Queso panela control (sin aceite de orégano ni quitosano), QPaoe: Queso panela con 0.05 g/L
de aceite de orégano puro emulsionado, QPaon: Queso panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de
orégano, QPotn: Queso panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de quitosano. EEM: error estandar de la

media.

*MES: Mesofilos;BAL:Bacterias acido lacticas, HyL: Hongos y Levaduras, PSI: Psicrofilos, ENT:

Enterobacteria.

ab Medias en las filas con diferente letra indican diferencia estadistica entre los tratamientos (P<0.05).
A-D Medias en la misma columna, para todos los tratamientos y dias con diferentes superindices difieren
significativamente (P<0.05).
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Para los resultados de BAL con AOE, los autores De Souza et al. (2016) indicaron que
las BAL son resistentes al efecto inhibidor del AOE, ya que los compuestos fendlicos
(carvacrol y timol) tienen efectos estimulantes sobre las BAL y podria mejorar su
crecimiento en lugar de inhibirlo, esto se vio reflejado al dia 7 de este estudio.

Schuh et al. (2022) afadieron 0.05% de AEO en queso crema, evaluaron la vida de
anaquel en 35 d de almacenamiento; estos autores observaron que en la primera
semana se incrementd la produccion en mohos,disminuyendo al dia 14 , lo que indica
que el AEO se libera gradualmente, esto se atribuye al efecto prolongado en los
componentes.

Para el caso de los psicrofilos al dia 7 en QPqrn incrementd su conteo, debido a que
el quitosano evaluado fue a una concentracién baja (0.05 g/L) y podria ser un
estimulante para la proliferacion de las Gram* (Ibrahim et al., 2015). En cambio, en el
estudio de Atia et al. (2023) afiadieron 50, 25 y 15 mg/100 mL de QTN en leche de
bdfalo inoculada con Pseudomonas aeruginosa almacenada durante 5 dias a 4 °C
observando que las concentraciones de QTN inhiben el crecimiento progresivo de

Pseudomonas aeruginosa.

6.3.7. Perfil de Acidos Grasos

Los andlisis de acidos grasos de las grasas de los alimentos son los saturados e
insaturados. El perfil de acidos grasos del QP obtenido de la leche con aceite de
orégano durante 7 dias de almacenamiento se muestra en el Cuadro 15. El efecto de
interaccién, dia y tratamientos no se mostré una diferencia (P>0.05), pero si una
tendencia (P<0.10) para C6:0, C12:0, C14:0 y C18:1, siendo C14:0 (acido grado
miristico) y C18:1 (4cido graso oleico) mayores en QPotny QPaeo Yy menores en QPaon
a los 7 dias. Esto podria ser explicado debido que los acidos grasos libres se liberan
durante la hidrélisis de lipidos, dando efecto en acidos grasos de cadena corta (C6:0),
y que pueden actuar como moléculas precursoras de reacciones catabdlicas como

metilcetonas, lactonas, ésteres, alcanos (Collins et al., 2003).
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Cuadro 15. Perfil de &cidos grasos de queso panela elaborado de leche con aceite de

orégano en 7 dias de almacenamiento.

Perfil de 4cidos grasost

Dia/Tratamiento
Ce6:0 C10:0 C12:0 cCi14:0 C18:0 Ci18:1 C18:2

Dia 1
QPcon 25.50 4.70 5.46 14.57 14.78 25.60 4.98
QPacE 31.04 3.58 4.26 11.76 12.32 21.59 3.97
QParon 24.48 277 3.04 8.91 8.81 15.69 2.77
QPqrn 28.59 3.40 4.24 9.91 10.48 17.78 3.51
Dia 7
QPcon 43.412 4.20 5.02 13.69% 1450 24.44 4.73
QPacE 39.43% 483 578 16.09%° 14.63 29.39 4.59
QPaon 28.86° 3.00 3.70 10.04> 9.66 18.66 3.58
QPqrn 46.502 5.60 4.12 18.72% 16.82 35.00 3.87
EEM 0.37 0.45 1.20 5.52 1.24 2.21 0.43
P-values

Tratamiento (Ti) 0.628 0.145 0.055 0.233 0.304 0.315 0.176
Dia (6)) 0.073 0.183 0.438 0.087 0.281 0.089 0.730

(TO)i 0.834 0.345 0.558 0.274  0.703 0.340 0.903

TQPcon: Queso panela control (sin aceite de orégano ni quitosano), QPaoe: Queso panela con 0.05 g/L
de aceite de orégano puro emulsionado, QPaon: Queso panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de
orégano, QPotn: Queso panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de quitosano. EEM: error estandar de la
media.

*C6:0, acido graso (AG) caproico; C10:0, AG caprico; C12:0, AG ladrico; C14:0, AG miristico; C18:0,
AG esteérico, C18:1, AG oleico; C18:2, AG linoleico.

ab Medias en las filas con diferente letra indican diferencia estadistica entre los tratamientos (P<0.10;
prueba de medias Fisher).

Chen et al. (2010) indicaron que los acidos grasos mas predominantes en queso fresco

son C16:0y C18:0, representando el 36 y 15 % respectivamente del total de los acidos
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grasos libres, y los acidos grasos de cadena larga insaturada (C18:1) representa el 24%
del total. Fox et al. (2004) indicaron que las bacterias iniciadoras contribuyen en la
lipdlisis que ocurre durante el almacenamiento de quesos elaborados con leche
pasteurizada. Debido a que las BAL predominan en los cultivos iniciadores y estan
también presentes en el queso (Hickey et al., 2006). La mayoria de las BAL tienen
enzimas que rompen los enlaces entre los acidos grasos y gliceroles de la grasa lactea.
Sin embargo, solo unas pocas especies de BAL tienen enzimas que pueden hidrolizar
completamente la grasa lactea, liberando los acidos grasos individuales (Collins et al.,
2003).

6.3.8. Atributos Sensoriales

El analisis sensorial de alimentos con pruebas de consumidor involucra la apariencia,
olor, sabor, jugosidad y suavidad. En el Cuadro 16 se muestran los atributos
sensoriales del queso panela elaborado de leche tratada con aceite de orégano en
nanoparticulas durante 7 dias de almacenamiento. El efecto de la interaccion fue
diferente (P<0.05) en sabor; los dias tuvieron efecto en el color blanco, el tratamiento
afecté el olor, mientras que el tratamiento y los dias afectaron la suavidad y
aceptabilidad global (AG). El sabor fue mejor aceptado para QPcon Yy QPotn, no asi
para QPaoe y QPaon. El color blanco, suavidad y AG disminuyeron ligeramente su
aceptacion, al dia 7 QPqrn tuvo el mejor indice de aceptacién en color blanco, suavidad
y AG, mientras que QPaoe tuvo el menor indice de preferencia en esos atributos. En
olor, QPaon tuvo el mejor indice de preferencia y QPace presentd un indice menor.
Sanchez-Zamora et al. (2022) evaluaron color, sabor, suavidad y aceptabilidad global
en QP elaborado con AEO en leche, concluyeron que en 15 dias el color no presento
diferencias, pero el control fue el mas aceptado en los atributos sensoriales, siendo el
AOE el menos preferido. Cano-Embuena et al. (2017) elaboraron un recubrimiento de
QTN con AOE en queso de leche de cabra, e indicaron que los panelistas percibieron
diferencias sensoriales en aroma y sabor sin recubrimiento. Concluyeron que la

percepcion del AO en queso produce un efecto negativo sobre la apreciacion sensorial.
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Cuadro 16. Atributos sensoriales en queso panela elaborado con leche tratada con

aceite de orégano nanoparticulado en 7 dias de almacenamiento.

Atributos sensoriales (%)*

, . T
Dia/Tratamiento Aceptabilidad

Color blanco Olor Sabor Suavidad
global
Dia 1
QPcon 88.673A 74.333AB  §3,00a0AB 79 33aA 71.33abAB
QPaoE 88.67aA 69.00PAB 56 57P:BC 79.008A 63.67PBCD
QPaon 88.002A 72.673AB  68.67aAB 80.332A 68.330:ABC
QPotn 89.67%A 77.008AB 72 673A 82.33a3A 78.333A
Dia 7
QPcon 86.002A8 77.33%A  63.002AB 77.00%A 69.673A8
QPacEe 82.0028 66.67%AB 45 00PC 67.67°8 53.33bD
QPaon 87.67%A 77.330B  49.00PC  72.0020:AB 57.33b:iCD
QPotn 88.33aA 74.0030AB g1 672AB 79.673A 72.332A8B
EEM 1.86 2.57 2.94 2.44 2.58
P-values
Tratamiento (Ti) 0.264 0.002 0.000 0.005 0.000
Dia (§)) 0.040 0.220 0.000 0.000 0.000
(TO)ii 0.354 0.317 0.011 0.080 0.244

TQPcon: Queso panela control (sin aceite de orégano ni quitosano), QPaoe: Queso panela con 0.05 g/L
de aceite de orégano puro emulsionado, QPaon: Queso panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de
orégano, QPotn: Queso panela con 0.05 g/L de nanoparticulas de quitosano. EEM: error estandar de la
media.

tindice de aceptabilidad %: Porcentaje de aceptabilidad de los quesos panelas adicionados con orégano
liquido y nanoparticulado a 4°C

ab Medias en las filas con diferente letra indican diferencia estadistica entre los tratamientos (P<0.05).
A-D Medias en la misma columna, para todos los tratamientos y dias con diferentes superindices difieren
significativamente (P<0.05).
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Garofalo et al. (2023) estudiaron en queso fresco de oveja la adicion de AEO en
concentraciones de 100 uL/L y 200 uL/L, concluyendo que en los quesos enriquecidos
con 200 uL/L su aceptacion fue menor contraste con el control, lo que afirma que la
adicion de altas concentraciones del AEO en alimentos procesados afecta el sabor y
aroma. Esto puede explicar la menor aceptacion del QPaoe en los atributos

sensoriales.
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7. CONCLUSIONES
El tamafo de la nanoencapsulacion de QPqgrn Yy QPaon validan la formacion de
nanoparticula. Las caracteristicas fisicoquimicas, rendimiento y sinéresis mejoraron
con la adicién de AON. El uso del 0.05 g/L de AOE, AON y QTN estabiliz6 el pH a
través de los dias.
En color, QPqrn presentd mayor luminosidad. En analisis bromatoldgico, el contenido
de proteina incrementé en QPace. La adicion del AOE, AON y QTN en leche para
elaborar el queso panela modifico la masticabilidad, gomosidad, elasticidad y dureza
en 7 dias.
En el QPaoe y QPaon mejord la capacidad antioxidante del queso. En el analisis
microbiolégico, el QPace estimul6 el crecimiento de las bacterias &cido lacticas y
levaduras, y disminuy6 psicrofilos y enterobacterias. En el perfil de acidos grasos a 7
dias, el acido grado miristico (C14:0) y acido graso oleico (C18:1) aumentaron para
QPotn Y QPaEeo, pero disminuyeron para QPaon.
La evaluacion sensorial mostré que QPaon Y QPqtn mejoraron los atributos sensoriales
del queso panela.
En conclusion, las nanoparticulas del aceite de orégano en productos lacteos es una
alternativa como conservador natural para mejorar la vida util, promoviendo el sabor y

aroma.
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8. RECOMENDACIONES

Esta investigacion presenta resultados favorables de utilidad para generar nuevas
hipotesis, como el uso de nanoparticulas a mayor concentracion de quitosano y
orégano podria ser aplicado en productos lacteos u otros alimentos, con la finalidad de
evaluar la vida anaquel sin afectar las caracteristicas fisicoquimicas, texturales,
antioxidantes y sensoriales.

La informacion cientifica del quitosano nanoparticulado en productos lacteos es escasa,
por lo que se necesitan investigaciones para evaluar el efecto del quitosano en

productos lacteos.
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