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RESUMEN

El queso panela es un queso fresco y suave, con alto contenido de humedad, por lo
tanto, altamente perecedero, se obtiene de la coagulacion de la leche mediante la adicion de
cuajo. El objetivo del presente trabajo fue evaluar las caracteristicas de un queso panela, para
observar el efecto de la adicion de diferentes concentraciones de nanoparticulas de 6xido de
hierro funcionalizadas con extracto de ajo (IONPs- EA), donde se midieron los parametros
de pH, Aw, color, analisis quimico proximal, analisis de perfil de textura (TPA), capacidad
antioxidante, analisis microbioldgicos y sensorial, durante 15 dias de almacenamiento. Se
elaboraron cuatro quesos, tres con la adicién de IONPs- EA y un control. Los resultados
obtenidos demostraron que el pH aumentd de 5.83 a 6.09 al aumentar la concentracion de
IONPs-EA manteniéndose estable al paso de los 15 dias, mientras que la acidez no se vio
afectada con la adicion de nanoparticulas y con el paso del tiempo, por tal motivo, en sus
propiedades texturales la dureza fue mas alta a mayor cantidad de IONPs-EA con una fuerza
de compresion de 1.63 a 3.97 N al primer dia el cual aumentd con el almacenamiento del
queso con 1.77 a 4.04 N de fuerza, pero disminuyendo su adhesividad y elasticidad, mientras
que su cohesividad se mantuvo estable, esto se debe a que la Aw de agua de los quesos no se
vio afectada con valores de 0.977 a 0.964 % entre los tratamientos y los 5 dias de
almacenamiento. En el analisis de color se observé una disminucién en la luminosidad (L)
del dia 1 al dia 15 registrando valores de 91.37 hasta 78.64, por otro lado, a y b aumentaron
con el paso de los dias, por lo tanto, la diferencia de color (AE) mostré cambios significativos
entre los tratamientos, al aumentar la concentracion de nanoparticulas los quesos tuvieron
mas color con respecto al control con un aumento de 2.13 a 8.84. Los valores de proteina,
grasa y humedad no se vieron afectados con la adicion de nanoparticulas, mientras que en
ceniza los valores fueron aumentando de 1.42 a 1.62 % al aumentar la concentracion de
IONPs-EA. En la parte microbioldgica se utilizaron 3.12 pg/mL para la CMI y CMB para
Staphylococcus aureus, para Salmonella typhi y Escherichia coli se necesitaron para inhibir
estas bacterias una concentracion de 25 pug/mL y para la concentracion bactericida se necesito
el doble de extracto (50 pug/mL). Con respecto a la capacidad antioxidante los quesos con
1.1,2.2y 4.4 ppm de IONPs-EA presentaron una actividad promedio de 15.71, 16.10 y 16.86
% de inhibicion respectivamente, con respecto al control que tuvo 12.52 % en el método




ABTS, mientras que por el método DPPH el queso control tuvo un porcentaje de inhibicion
del 43.01 %, mostrando diferencias con los quesos adicionados con NPs con una
concentracion de 1.1 ppm presentd un 43.25 %, con 2.2 ppm tuvo 52.30 % y 60.29 % con
4.4 ppm de concentracion. Por otro lado, en la parte sensorial los tratamientos no mostraron
cambios significativos, es decir que los panelistas no lograron identificar diferencias Se
puede concluir que los quesos adicionados con nanoparticulas si tuvieron cambios en sus
estructuras, por lo tanto, es necesario realizar mas anélisis para poder entender el mecanismo
de interaccion entre las nanoparticulas y los constituyentes de la leche que dan como

resultado una modificacion en el queso panela.

Palabras clave: Extracto de ajo, nanoparticulas, IONPs-EA, 6xido de hierro, queso.




ABSTRACT

Panela cheese is a fresh and soft cheese with high moisture content, making it highly
perishable. It is obtained by coagulating milk through the addition of rennet. The aim of this
study was to evaluate the characteristics of panela cheese to observe the effect of adding
different concentrations of iron oxide nanoparticles functionalized with garlic extract
(IONPs-EA). Various parameters, including pH, Aw, color, proximate chemical analysis,
texture profile analysis (TPA), microbiological analysis, and sensory analysis, were
measured over a 15-day storage period. Four cheeses were prepared, three with the addition
of IONPs-EA, and one control. The results demonstrated that the pH increased from 5.83 to
6.09 with the increasing concentration of IONPs-EA and remained stable over the 15 days.
Acidity was not affected by the addition of nanoparticles or over time. In terms of texture
properties, hardness increased with a higher concentration of IONPs-EA, with a compression
force of 1.63 to 3.97 N on the first day, which increased during cheese storage from 1.77 to
4.04 N. However, adhesiveness and elasticity decreased, while cohesiveness remained stable.
This was due to the water activity (Aw) of the cheeses, which was not affected by the
treatments, with values ranging from 0.977 to 0.964% over the 5-day storage period.
Regarding color analysis, luminosity (L) decreased from day 1 to day 15, with values ranging
from 91.37 to 78.64. On the other hand, a* and b* values increased over the days, resulting
in significant changes in color difference (AE) between treatments. With higher nanoparticle
concentrations, the cheeses displayed more color compared to the control, with an increase
from 2.13 to 8.84. Protein, fat, and moisture content were not affected by the addition of
nanoparticles. However, ash content increased from 1.42 to 1.62% with higher
concentrations of IONPs-EA. In the microbiological analysis, the minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) for Staphylococcus
aureus were found to be 3.12 pg/mL, while Salmonella typhi and Escherichia coli required
a concentration of 25 pg/mL to inhibit these bacteria. For bactericidal concentration, double
the extract (50 pg/mL) was needed. Regarding the antioxidant capacity, the cheeses with 1.1,
2.2 and 4.4 ppm of IONPs-EA presented an average activity of 15.71, 16.10 and 16.86 % of
inhibition respectively, with respect to the control that had 12.52 % in the ABTS method,
while by the DPPH method the control cheese had a percentage of inhibition of 43.01 %,




showing differences with the cheeses added with NPs with a concentration of 1.1 ppm
presented 43.25 %, with 2.2 ppm it had 52.30% and 60.29% with 4.4 ppm concentration. In
the sensory analysis, treatments did not show significant changes, meaning that panelists
were unable to identify differences. In conclusion, cheeses with added nanoparticles did
undergo structural changes, indicating the need for further analysis to understand the
interaction mechanism between nanoparticles and milk constituents, resulting in

modifications to panela cheese.

Keywords: Garlic extract, nanoparticles, IONPs-EA, iron oxide, cheese.




INTRODUCCION

El queso es considerado como uno de los alimentos mas importantes en la dieta de la
poblacién, sin embargo, su consumo debe ser moderado debido a su contenido de grasa y
sodio (Ibarra et al., 2017). Este ha tenido muchas definiciones ya que depende de la forma
en que se procese, el CODEX alimentarius la FAO y la OMS (2018), lo definen como el
producto obtenido de la coagulacion parcial o total de le leche ya sea duro, semiduro, blando,
madurado o no madurado. Cabe resaltar que el queso al poseer una elevada concentracion de
nutrientes y ser de origen animal es considerado de alta calidad y alto valor bioldgico, posee
calcio, asi como minerales y vitaminas. Por lo tanto, su contenido de hidratos de carbono es

bajo o inclusive nulo (Aguilar, 2018).

La utilizacion de aditivos artificiales en la industria agroalimentaria es de uso comun
para la conservacion de los alimentos (Badui, 2019), pero en la actualidad se producen
alimentos pensando en la parte econémica y no en los beneficios de la salud, ni tampoco en
la conservacion de las propiedades originales del alimento (Leal y Loeza, 2018). Algunos
autores como Lépez y Rojas, (2021) han utilizado ingredientes de origen natural para
incrementar la vida atil de un alimento carnico, de igual manera Alvino y Brioso, (2018)
evaluaron el efecto del aceite de cuiia (menta) para alargar la vida de anaquel de un queso
fresco. El ajo (Allium sativum L.) es una planta que ha sido muy estudiada y se ha encontrado
gue sus compuestos organosulfurados tienen efectos anticancerigenos, antiinflamatorios y

una elevada actividad antimicrobiana (Hernandez, 2021).

El extracto de ajo (Allium sativum L.) al tener propiedades antimicrobianas gracias a
la liberacion de la alicina al someterlo a un esfuerzo mecéanico (cortes o triturado) permite
inhibir el crecimiento de algunos microorganismos. Pero este puede ser utilizado mediante
la funcionalizacién de nanoparticulas metalicas para poder ser agregadas a una matriz
alimentaria y de esta manera alargar la vida de anaquel, mejorar sus propiedades, agregar un

valor nutritivo, mejorar texturas o eliminar olores (Gémez, 2019).

Las nanoparticulas metalicas han sido utilizadas en diferentes areas de investigacion,
por ejemplo, para el tratamiento de aguas contaminadas (Chavarria y Payajo, 2021), para la
fabricacion de nanomateriales (Garcia, 2020) y en las Gltimas décadas se han implementado




en el area de los alimentos. Las nanoparticulas son nanomateriales que ya son conocidos y
sobre todo estudiados. Por su alta eficiencia y al ser muy pequefias (1 a 100 nm) sirven como
acarreadores y de esta manera, lograr una mayor distribucion de algin principio activo sobre
una matriz alimentaria (Gomez, 2018). También han sido adicionadas a distintas matrices
alimentarias, ya sea para dar sabor, textura, adicionar nutrientes y el mas importante, son

buenos agentes antimicrobianos, ya sea solas o funcionalizadas (Gomez, 2018).

En los ultimos afios, ha habido un notable avance en la sintesis de nanoparticulas de
oxido de hierro, debido a sus multiples aplicaciones tecnoldgicas una de ellas es como
acarreador de compuestos bioactivos a un sitio de accion o simplemente como una fuente de

hierro para las personas deficientes de este metal (Duran et al., 2017).

Escobaro et al., (2019), mencionan que las nanoparticulas de 6xido de hierro son
altamente oxidables al estar expuestas al medio ambiente y en medios acidos, por tal motivo,
recomiendan que estas sean recubiertas (funcionalizadas) con materiales no magnéticos
como compuestos organicos, polimeros y metales. Por lo tanto, esta investigacion pretende
aplicar nanoparticulas de 6xido de hierro funcionalizadas con extracto de ajo (Allium sativum
L.) (IONPs-EA) en un queso panela, como una alternativa de uso de aditivos conservadores,
con la finalidad de aumentar la vida de anaquel de la matriz alimentaria, sin ocasionar

cambios sobre las caracteristicas texturales y sensoriales.




MARCO TEORICO

1.1 Ajo (Allium sativum L..)

1.1.1 Aspectos generales

Allium sativum L., cominmente conocido como ajo (Figura 1), es una planta
monocotiledonea, es una especie herbacea perenne, perteneciente a la familia de las Liliaceas,
la cual abarca mas de 3500 especies, cuyo tallo puede Ilegar a medir hasta 30 cm, también
estd compuesta por un bulbo de hasta 12 dientes 0 mas, estos estan reunidos en su base por
medio de una pelicula delgada, su parte superior se ancla a la tierra a una profundidad de 60
a 70 cm, debido a que tiene unas partes fibrosas las cuales permiten que la planta se adhiera

y de ahi obtenga los nutrientes necesarios para su crecimiento (Shang et al., 2019).

Las propiedades sensoriales del ajo (Allium sativum L.) se deben a sus compuestos
como los fructanos, flavonoides y organosulfurados ya que estos se encargan de la adsorcién
del azufre hacia la planta, por lo tanto, son ricos en aceites esenciales muy volatiles (Herrera,
2021).

Figura 1. El ajo (Allium sativum L.). Fuente:
(Shang et al., 2019)

Ademas de los compuestos organosulfurados que contiene el ajo, también tiene
aminoéacidos (acido glutamico, arginina, acido aspartico, leucina, lisina y valina), minerales
(manganeso, potasio, calcio y fosforo), vitaminas (B6, C, acido folico, pantoténico y niacina)

y azUcares (fructosa y glucosa) de acuerdo a lo mencionado por Moya, (2020).




Foroutan et al., (2017), mencionan que el bulbo de ajo es usado como condimento y
medicina. Desde la antiguedad ha sido estudiado por sus propiedades antihipertensivas,
diuréticas, antioxidantes y anticancerigenas; también se ha aplicado como un agente
antimicrobiano y antifungico el cual actua sobre ciertas enzimas responsables de infecciones

como hongos, bacterias y virus.

Algunas sustancias activas de los vegetales tienen efectos inhibitorios sobre agentes
patdgenos, algunos de los principales componentes del ajo son la aliina, el ajoeno, los
tiosulfinatos, el alil mercaptano, el sulfuro de dialilo, y la S-alil-cisteina, siendo la alicina la
sustancia mas destacada con mayor actividad bioldgica, esta es liberada al realizar un

esfuerzo mecanico como cortar o triturar el ajo (Garzén, 2018).

La alicina o dialliltiosulfuro se produce al haber una interaccién de la aliina y la
aliinasa en el ajo crudo como se muestra en la Figura 2. Sin embargo, la aliina es un
compuesto organosulfurado que sirve de sustrato para la enzima aliinasa que al liberarse de
su compartimiento intracelular ya sea por dafio o lisis celular lo transforma en alicina, una
sustancia inestable, incolora y 6pticamente activa la cual confiere el olor caracteristico al ajo
(Herrera, 2021).

Aliinasa
N.H \(\ﬁ/\/ /\/S\ﬁ/\/
coon © 0
Aliina Alicinina

Figura 2. Reaccién para la formacion de alicina. Fuente:
(Diaz y Jiménez, 2016)

1.2 Nanotecnologia

Conforme pasa el tiempo la nanotecnologia va tomando relevancia siendo uno de los
campos mas estudiados, ya que permite que sea aplicada en distintas areas como la quimica,

biologia, medicina, electrénica y en el area agroalimentaria (Saldivar, 2020). El prefijo
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“Nano” proviene del griego que significa diminuto, enano o pequefo, este término es
utilizado en el sistema internacional para indicar la millonésima parte de un mililitro, para
que una nanoparticula pueda ser llamada asi, esta debe tener un tamafio menor a 100 nm pero
mayor a 1 nm (NMX-12901, 2015), estas pueden ser preparadas por dos técnicas principales;
construccién (Bottom-up) mediante la sintesis quimica o autoensamblaje de compuestos mas
pequefios y el de destruccion (top-down) que consiste en fraccionar el material a granel hasta
obtener particulas muy pequefias (Caro et al., 2019)

Existe una gran variedad de materiales que son elaborados a escalas muy pequefas,
como las nanogotas (para una mayor dispersion en suspensiones), nanodispositivos
(utilizados para equipos electronicos), nanorobots (pueden ser utilizados en el area médica o
igual en dispositivos electrénicos) y las mas conocidas las nanoparticulas las cuales tienen
una importante funcion en distintas areas de investigacion como la electronica, la medicina
(para aplicacion de medicamentos), cosméticos, transporte de fluidos, control de

contaminantes y en los alimentos (Borja y Rojas, 2020).

El uso de nanomateriales en la actualidad son de suma importancia ya que son
considerados como buenos acarreadores, son de alta eficiencia en su aplicacién, pueden ser
adicionados a diferentes matrices alimentarias y no alimentarias ya que poseen propiedades
Unicas y caracteristicas distintas debido a su tamafio en escala nanométrica (Avalos et al.,
2016).

1.2.1 Nanoparticulas

Las nanoparticulas que contienen metales son consideradas como buenos agentes
antimicrobianos, estos son capaces de afectar el metabolismo bacteriano, al ser la
nanoparticula de un tamafio muy pequefio estas tienen la facilidad de atravesar la membrana

bacteriana, causando dafio e inactivacion de las bacterias (Najahi et al., 2020).

Las nanoparticulas de 0xido de hierro (Figura 3) han sido utilizadas en aplicaciones
biomédicas y biotecnoldgicas, estas nanoparticulas se han utilizado como transportadores de
farmacos para atacar células cancerigenas debido a su biocompatibilidad (Gabrielyan et al.,

2018). Su tamario es controlado, por lo tanto, son comparadas con los tamarios de las células




procariotas (10-100 nm), virus (20-450 nm), proteinas (5-50 nm) y con el ADN (2 nm de
ancho y de 10 a 100 nm de largo) (Del Rio, 2014).

Figura 3. Nanoparticula de 6xido
de hierro. Fuente: (Gabrielyan et al.,
2018)

La estructura de las nanoparticulas de 6xido de hierro tiene una funcion importante
ya que muestra una actividad antimicrobiana en su forma de nanoparticula, pero no en su
forma a granel. Tienen una gran fuerza paramagnética y una alta susceptibilidad magnética
(Gabrielyan et al., 2018).

El mecanismo responsable de las nanoparticulas como agente antimicrobiano no se
ha comprendido completamente, ya que su actividad va a depender de una particula a otra.
Para que la nanoparticula funcione correctamente depende de distintos factores como su
estructura, forma, tamafio, sintesis de la nanoparticula, también del tipo de estabilizador que

se utilice, ya que pueden causar distintos efectos (Sifontes, 2014).

1.2.2 Nanotecnologia en la industria alimentaria

La aplicacion de nanoparticulas en la industria alimentaria ha contribuido a un mejor
control y calidad de los alimentos desde el procesamiento hasta el envasado, destacando su
seguridad (Arias et al., 2019). Durante el procesamiento de alimentos se han aplicado
nanoparticulas para mejorar la calidad nutricional, el sabor, color, estabilidad y para aumentar

en algunos casos la vida de anaquel inhibiendo el crecimiento de microorganismos (Cruz et
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al., 2017). En la actualidad la nanotecnologia ha participado en el desarrollo de alimentos
mas saludables con menos grasa, azUcar, sales y de esta manera disminuir enfermedades

relacionadas con los alimentos (L6pez, 2021).

1.3 Leche

La leche es el liquido segregado por las glandulas mamarias de las hembras de los
mamiferos (bufalas, ovejas, cabras, burras, bovinas por mencionar algunas), cuya finalidad
es alimentar a las crias, debido a su alto nivel nutricional, ya que sus componentes se

encuentran en la forma y cantidad adecuadas y necesarias (Rodiles et al., 2022).

Vallejo et al., (2018), consideran a la leche como un alimento, preciado y completo
ya que consta con la mayoria de los elementos necesarios para el funcionamiento, desarrollo
y formacién del organismo por su alto ocontenido de grasa, proteinas y carbohidratos.
También la mayoria de los subproductos de la leche puede contener estos componentes.

1.3.1 Composicion de la leche

Después del parto, la vaca comienza con secreciones mamarias, a lo que se conoce
como calostro con una duracién de dos a tres dias, el cual solo sirve para proteger y fortalecer
el sistema de la cria, es de un olor fuerte y sabor amargo, con una gran cantidad de
inmunoglobulinas y con una composicion promedio de 79 % agua, 10 % proteina, 7 % grasa,
3 % lactosa y 1 % de ceniza (Rodiles et al., 2022). Pasado este periodo la leche se sintetiza
fundamentalmente en la glandula mamaria, la cual ya es utilizada por los humanos debido a
su compleja mezcla de lipidos, proteinas, carbohidratos, vitaminas y minerales, su
composicion varia de acuerdo con el tipo de raza, alimentacion y otros factores. Su
composicion media es de 86.6 % de agua, 4.1 % de grasa, 3.6 % de proteina 5 % de lactosa
y 0.7 % de ceniza por cada 100 g de leche (Pachar, 2020).
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1.3.2 Produccion y consumo de leche en México

La importancia de la elaboracion de productos lacteos en Meéxico es una de las ramas
de la industria de alimentos, la cual ocupa el tercer lugar después de la industria de maiz y
de la carne, por lo tanto es de suma importancia la produccion nacional de la leche, de acuerdo
a lo reportado por el SIAP (2021), hubo una produccion estimada de 12 mil 842 millones de
litros de leche bovina el afio 2020, los principales productores fueron: Jalisco, Coahuila,
Durango, Chuihuahua y Guanajuato, estando Hidalgo en el lugar nimero 11 y Yucatan en

ultimo lugar como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Volumen de produccion de leche a nivel nacional por entidad en 2020

ESTADO PRODUCCION (L)
Jalisco 2,625,726
Coahuila 1,457,972
Drurango 1,291,208
Chihuahua 1,189,304
Guanajuato 873,908
Hidalgo 413,145
Yucatan 2,742

Fuente: (SIAP, 2021)

1.4 Productos Lacteos

Los productos lacteos elaborados a partir de leche como yogurth, crema, mantequilla
y queso, estan dentro de la dieta de la poblacion ya que contienen los nutrientes suficientes
(hidratos de carbono, proteinas, lipidos, vitaminas y minerales) para el funcionamiento del
organismo (OEXD-FAO, 2020).
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1.4.1 Queso

La NOM-243-SSA1 (2010), define al queso como el producto elaborado de la
cuajada de la leche estandarizada y pasteurizada de vaca o de otras especies animales,
obtenida de la coagulacion de la caseina por medio de cuajo, gérmenes lacticos, enzimas,
acidos organicos comestibles con o sin tratamiento. Esta constituida esencialmente por
caseinas en forma de gel, gracias a este proceso se logra conservar su valor nutrimental,
incluidas las grasas, proteinas y constituyentes menores, provocando una consistencia solida
y un sabor agradable en el producto, en la Tabla 2 se muestran algunas clasificaciones de los

quesos de acuerdo a distintos autores.

Tabla 2. Clasificaciéon de quesos respecto a distintos autores

Por su elaboracién Por el tipo de Por su estado de Por contenido de
coagulacion maduracion (dias) humedad (%)
Frescos Enzimética Frescos (6-25) Duros (20-42)

Semi- madurados

Madurados Acida (40) Semiduros (44-55)
Procesados Acida/ térmica Madurados (> 70) Blandos (> 55)
(Gunasekaran y Ak, (Ramirez y Vélez,

(NOM-121, 1994) (McSweeney, 2004)

2002) 2012)

Sin embargo, Ramirez y Vélez (2012), mencionan en su investigacion que los quesos
pueden verse afectados por distintas causas, por ejemplo en su formulacién, durante el
proceso, en el almacenamiento y por microorganismos, provocando cambios en su
microoestructura, cambios fisicogquimicos y los mas importantes en sus atributos sensoriales

(sabor, olor y color).

Para la fabricacion de los diferentes tipos de quesos se deben de considerar cinco
factores principales: la composicién de la leche, la velocidad de acidificaciéon, el desarrollo

de la acidificacion, el contenido de humedad, y la manipulacion de la cuajada, y esto va a
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permitir elaborar los quesos que se han mencionado en la Tabla 2, pero la clasificacion mas
aceptada es la dada por la NOM-121 (1994), basandose en su elaboracion por lo que los

quesos se clasifican en: Quesos madurados, quesos procesados y quesos frescos.
1.4.1.1 Quesos madurados

Son quesos de pasta dura, semidura o blanda ya que pasan por un tratamiento de
coccion o maduracion por un tiempo mayor a 6 semanas. Estos quesos tienen una humedad
maxima de 45 %, tiene un minimo de 25 % de grasa y 22 % de proteina, algunos ejemplos

son: parmesano, cheddar, gouda, Chihuahua, entre otros (NOM-121, 1994).

1.4.1.2 Quesos procesados

Son aquellos que se elaboran con el uso de calor, para que por medio de fusion de la
mezcla de otros quesos, ingredientes alimenticios y agentes emulsificantes se puedan
moldear y se dejen solidificar, estos pueden ser presentados en forma de rebanadas o untables
(NOM-121, 1994).

1.4.1.3 Quesos frescos

Este tipo de queso es aquel que no lleva tiempo de maduracion después que ha sido
elaborado, es consumido en su estado fresco ya que tiene una vida de anaquel de 15 a 25 dias
aproximadamente, una de sus principales caracteristicas es su contenido de humedad que va
desde los 50 hasta el 85 %, por lo que se deben de mantener a temperatura de refrigeracion
de 3 a 8 °C, estas caracteristicas le daran una textura suave, cremosa, presentan un sabor
suave, no tienen corteza, su consistencia va desde untable hasta rebanable, puede ser
elaborado con leche cruda o pasteurizada, su contenido de proteina varia de 17 a 30 %,
algunos quesos pueden ser: petit suisse, canasto, tenate, Oaxaca, panela por mencionar
algunos (NOM-121, 1994).
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1.4.2 Queso Panela

En la industria quesera se utilizan dos métodos para coagular la leche por medio de
acidificacion y la adicién de cuajo. La coagulacion enzimatica de la leche es el método mas
utilizado el cual consiste en agregar una enzima que tiene la propiedad de coagular o gelificar
el complejo caseico (Sanchez et al., 2022). El cuajo natural mejor conocido como renina
corresponde a una enzima proteolitica la cual se obtiene de los terneros antes del destete, esta
enzima es secretada por la mucosa gastrica del cuarto estomago de acuerdo con (Chafii,
2023).

El queso panela es un queso fresco, se puede elaborar con leche pasteurizada (Figura
4), es considerado un queso de pasta suave y facil de rebanar tiene una humedad de 60 a 80
%, por tal motivo debe conservarse a un temperatura de 4 a 8 °C, tiene una vida de anaquel

de 15 a 25 dias ya que es altamente perecedero (Narcia, 2011).

& A\
*F.h:,_

Figura 4. Queso fresco panela.
Fuente: (Narcia, 2011).

1.4.2.1 Proceso de elaboracion

Para la transformacion de la leche en queso es un proceso simple, pero involucra
fendmenos fisicos y quimicos muy complejos. Se trata de un proceso de concentracion, por
medio de la coagulacion de las proteinas de la leche (caseina) por la accion enzimatica (cuajo)
u otro tipo de coagulante como la acidificacion (comdnmente acido lactico) (Vinocunga et
al., 2022). En la Figura 5 se muestra un diagrama de proceso para la elaboracién de un queso

panela.
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Figura 5. Diagrama de proceso para elaboracion de queso panela. Fuente: (Carretero et al., 2014)
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1.5 Microbioldgicos

Muchos alimentos estan expuestos a infinidad de microorganismos que pueden dafiar
a lasalud o hasta causar la muerte, por eso es de suma importancia tomar en cuenta las normas
y sobre todo la manipulacion y proceso de los alimentos. La industria lactea no se queda
exenta del crecimiento microbiano, ya que la flora microbiana de los subproductos de la leche

proviene de la propia leche cuando es cruda.

Los quesos frescos tienen una vida de anaquel de 15 a 25 dias, por lo tanto, deben
considerarse diversos factores como la higiene, control de temperatura, embalaje, envasado,
control de microorganismos y monitoreo de calidad) y asi mantener la calidad del alimento
durante su almacenamiento hasta su consumo, de acuerdo con Merchan et al., (2018),

considera dos factores importantes:

Calidad microbiana. La leche cruda tiene un intervalo de carga microbiana de 1000
a 5000 mil UFC/mL, pero de estos algunos son benéficos como las bacterias acido lacticas
(BAL), las cuales representan un 30 % de la carga total, pueden estar presentes los géneros
Lactococcus lactis y Lactobacillus spp encargados de la acidificacion de la leche y los
principales formadores de las caracteristicas de cada queso como el sabor, color, olor y
textura. También existen microorganismos patdgenos dentro de la produccién de queso, por
ejemplo: Bacillus cereus, Mycobacterium tuberculosis., Brucella abortus, Campylobacter
spp, Clostridium perfringens, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp,
Shigella spp, Staphylococcus aureus y Yersenia spp. Por tal motivo se recomienda que toda
la leche cruda sea pasteurizada para eliminar o disminuir la carga microbiana (Merchéan et
al., 2018).

Temperatura. Es otro factor importante a considerar, porque la leche una vez después
de la ordefia tiene una temperatura de 37 °C la cual es la 6ptima para el crecimiento de
microorganismos, por eso se recomienda que para retardar el crecimiento esta se almacene
inmediatamente en refrigeracion a una temperatura de 4 a 6 °C, y posteriormente para matar
la mayoria de los microorganismos se debe de pasterizar ya sea de manera lenta (62 a 64 °C
por 30 min.) o rapida (72-73 °C de 15 a 20 s) y ésta ya pueda ser utilizada o almacenada para

su transformacion (Lopez, 2004).
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1.5.1 Microorganismos en los alimentos

Los alimentos son una fuente importante para el consumo de la poblacion, pero de
igual manera una fuente de contagio de enfermedades al no implementar las préacticas de

higiene y el control de calidad rigurosos para disminuir la presencia de microorganismos

En la industria lactea pueden existir una gran variedad de microorganismos, en
productos como la leche, el yogurth y el queso, pero algunos son benéficos y deseados para
su produccion, mientras que otros si no se controlan adecuadamente a través de una operacion
unitaria como la pasteurizacion, pueden ocasionar deterioro a los productos lacteos y por
consecuencia enfermedades (Florentino, 2021). A continuacion, se describen algunos

microorganismos presentes en estos productos de acuerdo con Aguilar, (2018):

Bacterias Acido Léacticas (BAL): Estas se encargan de convertir la lactosa en cido
lactico, contribuyendo al sabor y la textura, por lo tanto, son esenciales para elaborar
productos lacteos. Ejemplos de LAB incluyen Lactobacillus spp, Streptococcus spp Yy

Bifidobacterium spp.

Levaduras: Algunas de estas como las Saccharomyces spp y Candida spp se encargan
de la produccion de dioxido de carbono y de compuestos aromatizantes que influyen en el

sabor y la textura de algunos productos lacteos.

Hongos: En los productos lacteos se pueden encontrar algunos hongos no deseados,
como los mohos (Penicillum spp, Mucor spp, Geotrichum spp o Alternariq spp), estos
ocasionan la descomposicion del alimento y la produccién de toxinas peligrosas, crecen

cuando el alimento se contamina o se almacena de condiciones incorrectas.

Bacterias Acido-Lacticas No Deseadas: Generalmente estan crecen cuando no se
aplican buenas practicas de higiene, no se controlan las condiciones de fermentacion,
almacenamiento, o el control de las bacterias correctas en cada produccion y, por lo tanto,
pueden contaminar productos lacteos y causar alteraciones en el sabor o la textura, por
ejemplo: Clostridium botulinum, Leuconostoc mesenteroides, Pseudomonas aeruginosa y

Aeromonas hydrophila.

Microorganismos Patdgenos: Estos patdgenos pueden causar enfermedades si son

consumidos en cantidades suficientes y son transmitidos al consumir alimentos
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contaminados. Microorganismos como Salmonella Typhi, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Listeria monocytogenes, crecen en alimentos lacteos cuando se manejan o se

almacenan de una manera incorrecta.

1.5.1.1 Salmonella Typhi

Pertenece a la familia Enterobacteriaceae del género Salmonella, son bacilos Gram
negativos (Figura 6), la mayoria de estos producen gas o sulfuro de hidrogeno por la
fermentacion de los carbohidratos, no fermentan la lactosa, pero si producen acido a partir
de la glucosa, maltosa y sorbitol, se reproducen a 37 °C de temperatura, aun pH de 7.2 - 7.6
°C. No forma esporas, es causante de la fiebre tifoidea y causa con regularidad la
salmonelosis, se contagia por medio del consumo de agua o alimentos contaminados
(Yaguana, 2015 y Hernandez, 2022).

Figura 6. Salmonella  Typhi. Fuente:
(SCIENCIEphotoLIBRARY, 2023)

1.5.1.2 Escherichia coli

Es una bacteria gram negativo en forma de bastones (Figura 7), son anaerobios
facultativos, de acuerdo a sus caracteristicas fisiolégicas su temperatura Optima para su
crecimiento esta de los 35 a los 37 °C, con un pH 6ptimo de 6.5 a 7.5. Estas fermentan la
lactosa, formando gas a partir de los 35 °C. Se contagia por medio del consumo de agua o
alimentos como: frutas, verduras crudas y leche no pasteurizada (Aguilar, 2018).
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Figura 7 Escherichia coli.  Fuente:
(cadenaser.com, 2023)

1.5.1.3 Staphylococcus aureus

Se encuentra dentro de las bacterias gram positivo, es un coco facultativo, son
fermentativos y proteoliticos, estdn unidos formando agregados parecidos a racimos de uvas
(Figura 8), también, se pueden encontrar en parejas o en forma de cadena corta. Estos se
pueden reproducir a temperaturas entre los 4y 46 °C, a un pH de 4.5y 8 y en los alimentos
con un Aw entre los 0.86 y 0.90. Este microorganismo puede ocasionar intoxicaciones al

estar en contacto con alimentos contaminados (Hernandez, 2022).

Figura 8 Staphylococcus aureus. Fuente:
(insst.es, 2021)
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Es importante destacar que, en la produccion de alimentos lacteos, se implementan
practicas de higiene y control de calidad rigurosas para minimizar la presencia de
microorganismos no deseados y garantizar la seguridad y la calidad de los productos. Las
bacterias lacticas beneficiosas se utilizan de manera controlada en la fermentacion para
producir productos lacteos especificos con sabores y texturas deseadas. Ademas, la
pasteurizacion y otros métodos de procesamiento térmico se utilizan para eliminar patégenos

y microorganismos no deseados en productos lacteos comerciales (Aguilar, 2018).

1.5.2 Concentracion minima inhibitoria (CMI)

La CMI es la concentracién mas baja de un agente antimicrobiano que detiene el
crecimiento visible de una poblacidn bacteriana sin matar todas las bacterias. Se utiliza para
evaluar la susceptibilidad de las bacterias a un agente antimicrobiano. Para determinar la
CMI se utiliza un método colorimétrico, utilizando sales tetrazolium (Gonzélez et al., 2020).

1.5.3 Concentracion minima bactericida (CMB)

La CMB es la concentracion mas baja de un agente antimicrobiano que causa la
muerte completa de una poblacién bacteriana en lugar de simplemente inhibir su crecimiento.
Es un indicador importante para la erradicacion completa de una infeccion bacteriana
(Carrera, 2016).

1.6 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante es la facultad que posee una sustancia para neutralizar o
inhibir los radicales libres y los problemas ocasionados por el estrés oxidativo en el cuerpo.
Los antioxidantes son moléculas que evitan que los radicales libres puedan hacer dafio a las
células y a los tejidos del cuerpo, estos actian como protectores o estabilizadores, por medio
de la donacion de electrones o hidrogenos para neutralizarlos, ayudando a prevenir el dafio
oxidativo (Aguilar, 2012).
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1.6.1 Radicales libres

Los radicales libres son moléculas altamente reactivas e inestables que se producen
naturalmente en el organismo por procesos metabolicos normales u ocasionados por factores
externos como la contaminacion, el consumo de tabaco o por la radiacion solar. El estrés
oxidativo se da por el desequilibrio entre la produccion de radicales libres y la capacidad que
tiene el cuerpo para estabilizarlos o neutralizarlos mediante antioxidantes producidos por el

organismo (enddgenos) o por su ingesta con los alimentos (exdgenos) (Londofio, 2012).

Cuando los radicales libres reaccionan con otras moléculas, se produce una reaccion
en cadena conocida como oxidacion, la oxidacion es una reaccion quimica donde hay un
intercambio de electrones de una sustancia a un agente oxidante. Esta oxidacion se encarga
de dafar las células, las membranas celulares, las proteinas, el ADN y otros componentes
importantes del organismo. Esta oxidacion esté asociada a diferentes enfermedades cronicas
como el céancer, cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas y sobre todo al

envejecimiento (Carvajal, 2019).

Al neutralizar los radicales libres, los antioxidantes actuan como defensores o
protectores del organismo. Algunos antioxidantes pueden regenerarse a si mismos después
de la donacion de electrones, mientras que otros interactlan directamente con enzimas
antioxidantes enddgenas 0 exdgenas para combatir de esta manera el estrés oxidativo
(Carvajal, 2019).

1.6.2 Fuentes antioxidantes

Existe una gran variedad de productos con gran actividad antioxidante que son
obtenidos por medio de los alimentos, los cuales al ser ingeridos y absorbidos por el
organismo tienen la capacidad de actuar como antioxidantes. A continuacién, se enumeran

algunos alimentos ricos en antioxidantes (Monckeberg, 2023).

1) Frutas: Bayas (arandanos, fresas, frambuesas, moras), uvas, cerezas, manzanas,
naranjas, granada y Kiwi.
2) Verduras: espinacas, col rizada, zanahorias, jitomates, brocoli, pimientos.

3) Especias y hiervas: orégano, circuma, romero, jengibre, clavo, canelay el ajo.
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4) Legumbres: frijoles, lentejas y garbanzos, también son ricas en fibra.

5) Cacao, chocolate negro, té verde, aceites de oliva.

6) Otros alimentos como: pescados, vino tinto, algas marinas, aguacate, betabel, leche,
quesos.

7) De igual manera existen otras maneras de poder evitar la oxidacion, donde se pueden
utilizar nanomateriales que tienen esa capacidad como las nanoparticulas de 6xido de
hierro, los cuales actian como captadores de radicales libres y otras especies reactivas

de oxigeno.

1.6.3 Métodos para evaluar la actividad antioxidante

Ronald et al., (2005), estandarizaron tres metodos para la determinacion de la
capacidad antioxidante y fendlicos en alimentos, algunos fueron: La absorbancia de
radicales de oxigeno (ORAC), este interpreta un mecanismo de reaccion de transferencia de
hidrogeno (TAH), el método de Folin-Ciocalteu, consiste en la transferencia de electrones
(ET), es expresado en contenido fendlico, el cual proporciona un acapacidad reductora y la
capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) es considerado de igual manera como

el segundo método de ET.

Otro método de igual manera importante es el del poder reductor (FRAP): Este
método mide la capacidad que tiene una muestra para reducir los radicales libres mediante la
ET. Las muestras son mezcladas con un compuesto que contenga hierro, el cual es oxidado
con la presencia de radicales libres. La cantidad de hierro reducido es medido como una
indicacion de su capacidad antioxidante (Londofio, 2012).

Londofio (2012), menciona que existen métodos que combinan el TAH y el ET, los
cuales son el ABTS y el DPPH, estos son fundamentados con la estabilizacion de radicales
libres, que por medio de un espectrofotometro se puede detectar el cambio de los radicales al

reaccionar con un antioxidante.
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1.6.3.1 Método ABTS (azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)

También es conocido como el método de la capacidad antioxidante de polifenoles. Es
un compuesto azul incoloro, estructurado por dos anillos benzotiazol unido por un grupo
funcional azo (Figura 9), en una solucion, el ABTS forma un radical libre que absorbe la luz
a una longitud de onda de 734 nandémetros (nm), al encontrase en presencia de un
antioxidante, se produce una reaccion de ET en la que el antioxidante dona un electron al

radical ABTS, por lo tanto, el color de esta se reduce a una forma incolora y estable
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Figura 9 Estructura quimica del ABTS. Fuente:
(Londofio, 2012)

(Londofio, 2012).

1.6.3.2 Método para DPPH (Difenil Picril Hidrazilo)

Es considerado un radical estable, presenta una coloracién violeta, es un compuesto
altamente reactivo, conformado por dos atomos de nitrégeno y dos anillos de fenilo unidos a
un grupo picrilo (Figura 10). Absorbe fuertemente la luz a una longitud de onda de 517 nm.
La reaccion de estabilizacién es principalmente mediante una ET con un aporte minimo de
TAH, el DPPH recibe un electrén al estar en contacto con un antioxidante, dando como
resultado que la solucion se torne incolora y estable al reducirse el DPPH. Por lo tanto, cuanto
mayor sea la capacidad antioxidante de una muestra, mayor sera la cantidad de radical

educido, por tal motivo, mayor sera la reduccién de la absorbancia (Londofio, 2012).
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Figura 10 Estructura quimica del radical DPPH.
Fuente: (Londofio, 2012)

1.7 Uso de conservadores

El uso de conservadores en alimentos como su nombre lo indica pueden ser de gran
ayuda para la conservacion de cualquier matriz alimentaria controlando el crecimiento
microbiano de hongos, levaduras o bacterias, no todos los conservadores sirven para todo
tipo de microorganismos, cada uno tiene su alto grado de especificidad, algunos que se
pueden utilizar son: el benzoato, sorbato de sodio o potasio, sales del acido propionico, los

nitritos o nitratos, y los sulfitos por mencionar algunos (Cavalieri et al., 2005).

Hernandez (2021), menciona que existen una infinidad de productos de origen
botanico que tienen una alta actividad antimicrobiana, estas pueden provenir de especias
como: clavo, canela, orégano, pimienta, tomillo, etcétera y también otras provenientes de
plantas las cuales se utiliza su flor, fruto, semilla y la raiz. Para que el principio activo de
cada conservador natural funcione, este se puede adicionar directo, en extracto (acuoso,
oleoso o hidroalcohdlico) y en polvo, esto ayuda a que sus componentes tengan contacto
directo con los alimentos y de esta manera evitar o inhibir el crecimiento bacteriano y alargar

la vida de anaquel.

1.8 Vida de anaquel

La vida de anaquel es el tiempo que tiene un alimento para comenzar a perder sus
propiedades sensoriales, fisicoquimicas, texturales y color después de su produccion. Al
perderse estas propiedades los alimentos tienden al crecimiento de microorganismos (Carrillo

y Mondragon, 2011). Los cambios que se dan en las propiedades de un alimento pueden ser
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toleradas, los cuales pueden ayudar a determinar la vida de anaquel, pero existen muchos
factores que influyen directamente en la caducidad de acuerdo con lo reportado por Lopez
(2010), estos pueden ser:

000
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Calidad de la leche.

000
0.
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Tratamientos térmicos antes, durante y despues de la elaboracion de los alimentos.

[020)
0.
Q

Uso de aditivos microbianos.

[020)
0.
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Limpieza y saneamiento de equipos.

020!
0.
Q

Temperaturas de almacenamiento.

1.9 Propiedades reoldgicas y mecanicas

Estas propiedades son las que miden el comportamiento de los alimentos cuando se
les aplica una fuerza para medir su textura sin llegar a la deformacion. Se pueden medir de
dos maneras reoldgicas, la primera mediante un analisis de perfil de textura (TPA) el cual se
lleva a cabo utilizando equipos (texturémetro, viscosimetro, colorimetro, entre otros) que
permiten dar resultados expresados en unidades y la segunda es sensorialmente donde se
utilizan los sentidos (olfato, gusto, vista, tacto y oido) para la evaluacién del alimento (L6pez,
2010).

1.9.1 Propiedades reologicas: Analisis de perfil de textura (TPA)

Este es un analisis sensorial descriptivo que permite medir la textura basado en las
caracteristicas de los alimentos, permitiendo manipular una muestra, a la cual se le miden
propiedades o variables como dureza, fracturabilidad, elasticidad, cohesividad, adhesividad,
gomosidad y masticabilidad. Se miden con un texturémetro el cual permite evaluar alimentos
como frutas, carnes, pan y queso, este trabaja simulando la percepcion de la boca, relacionado

con las sensaciones del tacto (Guerra et al., 2012).
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1.9.2 Propiedades mecanicas: Analisis sensorial

La vida de anaquel se ve afectada principalmente por los defectos sensoriales, los
cuales se miden de acuerdo a la calidad/aceptabilidad donde se utilizan distintas pruebas y se

usan distintas escalas de medicion (Ruiz et al., 2019).

El término evaluacion sensorial mide un amplio rango de factores neurofisiolégicos
como son: el gusto, olfato, vista, oido y tacto y automaticamente es evaluado por el cerebro
mandando una respuesta inmediata si gusta 0 no gusta un alimento (Sancho y De Castro,
1999). Estas evaluaciones se pueden hacer de tres maneras: discriminativas, descriptivas y
afectivas.

Prueba discriminativa. Esta prueba permite determinar si hay diferencias
significativas en las muestras, estas van mas relacionadas a la reduccion de costos, cambios

de procesos y empaques (Catania y Avagnina, 2007).

Prueba descriptiva: prueba en la que se utilizan de 10 a 12 jueces entrenados, los
panelistas son capacitados por un periodo minimo de 3 meses, transcurrido este tiempo
lograran describir y cuantificar los atributos presentes en el alimento de manera empirica, es
utilizada para evaluar productos de la competencia, agregar nuevos conceptos, ingredientes
0 productos, los cuales permitiran mejorar, controlar, monitorear y asegurar la calidad del

alimento o producto evaluado (Catania y Avagnina, 2007).

Pruebas afectivas: esta prueba permite identificar si un producto es del agrado del
panelista ya que este no es entrenado, permite evaluar la aceptabilidad del producto con
escalas, ya sea heddnicas las cuales pueden ser de 5, 7 0 9 puntos los que van de me gusta
mucho hasta el me desagrada, o también pueden ser de preferencia por pares, las cuales se

selecciona la que es de mas agrado (Catania y Avagnina, 2007).

1.10 Analisis de color

Es un analisis que se puede realizar de manera visual o instrumental los cuales miden
el color de los alimentos por medio de unas coordenadas denominadas L* (claridad/
oscuridad: 0, negro, a 100, blanco); a* (“+60” intensidad de color rojo y “—60” de color

verde), y b* (“+60” intensidad de color amarillo y “~60” de color azul), segiin el método de
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Grassmann. De esta manera, los colores se representan en el espacio a unas distancias
proporcionales a las diferencias visuales entre ellos. Es, por tanto, un sistema recomendado
para mediciones industriales del color de los alimentos (Albert et al., 2016).

El color puede verse afectado con la composicion de los alimentos y por
microorganismos, pero esta es una prueba que permite clasificar los alimentos y puede ser

usado como referencia de calidad y composicién de los alimentos (Ramirez, 2010).

Segun Talens (2017), se puede medir la diferencia de color numéricamente entre
muestras del mismo alimento, el cual especifica si se puede persivir esa diferencia o no con
el ojo humano. Estudios realizados en el Institutto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) valores menores a cinco no seran apreciables al ojo humano. En la Tabla 3, se

presenta la realacion entre la apreciacion de los consumidores y los valores de AE.

Tabla 3. Relacion sensorial entre el consumidor y la diferencia de color (AE)

Diferencia Sensorial AE
Ninguna 0-0.7
Ligera 0.7-25
Notable 25-3
Apreciable 3-5
Considerable 6-12
Extraordinaria 12

Fuente: (Ramirez, 2010)

1.11 Analisis quimico proximal

Se realizan estas pruebas para determinar la composicion de los alimentos que se van a
medir y los resultados obtenidos se comparan con las normas 0 pardmetros que ya estan
establecidos, para determinar si el nuevo alimento o alimentos a analizar cumplen con la
cantidad necesaria o tiene mas de lo permitido, la NOM-155-SCFI (2012), menciona que se
puede conocer su calidad y determinar la cantidad grasa, proteina, solidos totales, densidad

y acidez
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente se emplean diversos aditivos como conservadores en quesos, tal es el
caso de algunas sales inorganicas, sin embargo, el uso de este tipo de aditivos se ha visto
limitado por sus efectos adversos a la salud ya que podria provocar alteraciones renales
debido a su consumo prolongado. Como una alternativa al uso de este tipo de aditivos desde
hace varios afios se ha planteado la adicion de extractos vegetales que presentan actividad
antimicrobiana, tal es el caso de los extractos de ajo, los cuales ademas de presentar dicha
actividad, estan relacionados con la prevencion de enfermedades cronico no transmisibles

como el cancer, diabetes e hipertension.

En la actualidad existen diversos estudios sobre las propiedades funcionales del ajo,
se sabe que el componente principal de los extractos de ajo es la alicina la cual es de suma
importancia para distintos propositos, tales como la conservacion de alimentos, la actividad

antioxidante y la actividad quimiopreventiva.

Por otro lado, las nanoparticulas de 6xido de hierro se han propuesto recientemente
como agentes acarreadores de diversos compuestos bioactivos, debido a la capacidad que
tienen de adsorber moléculas en su superficie. Una de las ventajas del uso de nanoparticulas
es que presentan una gran area superficial, ademas, las nanoparticulas de éxido de hierro
pueden ser multifuncionales, ya que ademas de acarrear al compuesto bioactivo al sitio de

accion, son una fuente de hierro para la nutricion.

Por lo tanto, en este trabajo se pretende proponer una alternativa al uso de aditivos
conservadores mediante la adicion de nanoparticulas de 6xido de hierro funcionalizadas con
extracto de ajo a un queso panela. Esto se realizd con la finalidad de aumentar la vida de
anaquel, y de aportar conocimientos sobre el efecto que tiene la adicion de nanoparticulas de

Oxido de hierro en las caracteristicas texturales y sensoriales del queso.
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JUSTIFICACION

La vida de anaquel de un alimento esta determinada por diversos parametros fisicos,
quimicos y biologicos. Dentro de estos ultimos se encuentra el deterioro ocasionado por
microorganismos siendo este el factor principal que afecta la inocuidad, por lo tanto, el uso
de aditivos alimentarios, tales como conservadores representan un riesgo para la salud, por
este motivo su uso ha sido regulado en diversos paises. Recientemente existe una tendencia
por el consumo de productos naturales y esto incluye el disminuir el uso de aditivos
artificiales. Con respecto a esto se ha reportado que el ajo (Allium sativum L.) es una fuente
natural para inhibir el crecimiento antimicrobiano, Davinson et al., (2015), han reportado que
su actividad antimicrobiana se debe a sus compuestos sulfurados en especial la alicina, por
su principal efecto que tiene para evitar el crecimiento de una gran variedad de bacterias y
hongos. Debido a esto se ha considerado adicionar nanoparticulas de 6xido de hierro con
extracto de ajo a un queso fresco panela, por lo tanto, se pretende determinar las posibles

alternativas para la prolongacién de la vida util de un alimento (queso panela).
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OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la adicion de nanoparticulas de 6xido de hierro funcionalizadas
con extracto de ajo (Allium sativum L.) durante la elaboracion de un queso panela para

extender su vida de anaquel.

4.2 Objetivos especificos

Evaluar las propiedades fisicoquimicas de un queso panela adicionado con
nanoparticulas de 6xido de hierro funcionalizadas con extracto de ajo (Allium sativum
L.) por medio de un analisis quimico proximal, perfil de textura, color, Aw para su

caracterizacion.

Determinar la actividad antioxidante (ABTS y DPPH) y actividad antimicrobiana de
nanoparticulas de 6xido de hierro funcionalizadas con extracto de ajo (Allium sativum
L.) y del extracto de ajo, por medio de la concentracion minima inhibitoria (MIC) y
actividad minima bactericida (CMB) para el control de crecimiento de

microorganismos gram negativos y gram positivos.

Evaluar el efecto de la adicion de nanoparticulas de éxido de hierro funcionalizadas
con extracto de ajo (Allium sativum L.) de un queso panela mediante una evaluacion

de nivel de agrado para su aceptabilidad sensorial.
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MATERIALES Y METODOS

5.1 Ubicacion

Los experimentos se realizaron en el taller de fermentaciones, en el Instituto de
Ciencias Agropecuarias perteneciente a la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo. El
queso panela se elaboré en el taller de lacteos con leche pasteurizada, obtenida de la empresa
Productora Universitaria de Lacteos (Prounilac) de la UAEH, ubicada en: Rancho
Universitario s/n, Ex-Hacienda de Aquetzalpa, Tulancingo, Hidalgo (latitud: 20.06218° o
20°3'44" norte; Longitud -98.38221° 0 98°22'56" oeste).

5.2 Sintesis de nanoparticulas

Para obtener las nanoparticulas se realizd una sintesis siguiendo la metodologia de
Hernandez (2021). Se realiz6 una mezcla en 50 mL de agua destilada de 4.2 g de cloruro
férrico hexahidratado (FeCls 6 H20) y 1.5 g de cloruro ferroso tetrahidratado (FeCl, 4H20)
en un matraz bola 24/40 de fondo plano.

Una vez homegeinizada la mezcla se sometio a un bafio ultrasonico (Sonicador- Cole-
Pamer 08895-04, EE. UU) de 40 kHz a 50 °C por un tiempo de 60 min, dejando caer por
goteo 8 mL de una solucion de hidroxido de amonio al 30 %, las particulas obtenidas se
lavaron con etanol al 70 % y se separaron con la ayuda de un imén de neodimio y se secaron
en una estufa a 70 °C por un lapso de 24 horas, pasado el tiempo las nanoparticulas (NPs) se

trituraron y se guardaron para su funcionalizacion.

5.2.1 Funcionalizacion con tetraetilortosilicato (TEOS)

Para la primera funcionalizacion se pesaron 100 mg de IONPs y se mezclaron con 10
mL de etanol, 2 mL de agua destilada, 800 pL de hidroxido de amonio (NH4sOH) y 200 pL
de TEOS. Se colocaron nuevamente en un bafio ultrasonico a 60 °C por 15 min. Finalmente,
las nanoparticulas obtenidas se lavaron con etanol al 70 % y se secaron por 24 horas a una

temperatura de 70 °C (Hernandez, 2021), para la siguiente funcionalizacion.
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5.2.2 Extracto hidroalcoholico de ajo (Allium sativum L.)

Se realizd un extracto hidroalcohélico con ajo. Se limpiaron y trituraron 1 g de
bulbillos de ajo por cada 10 mL de solvente (30:70) etanol:agua destilada, el extracto se
ajusto a un pH de 7.5 con hidroxido de sodio 1 molar (el pH del extracto de ajo es de 6.8 +
0.2). Se sometio a bafio maria a 34 °C durante un tiempo de 55 min y agitacion constante.
Como ultimo paso el extracto se filtrd y se almaceno a congelacion hasta su uso (Hernandez,
2021).

5.2.3 Funcionalizacidn con extracto de ajo

Para la segunda funcionalizacion se sigui6 la metodologia de Hernandez, (2021). Se
pesaron 500 mg de nanoparticulas de FE30s@TEOS y se mezclaron con 1 mL de extracto
de ajo, se sometid a una agitacion constante en una parrilla con agitacion por un tiempo de
30 min, se introdujo un agitador magnético para una mayor homogenizacion, posteriormente
se secaron las NPs por un tiempo de 24 horas a una temperatura de 32 + 2 °C. Finalmente,

las NPs se trituraron para disgregar los posibles agregados y se almacenaron.

5.2.4 Elaboracion de la suspension para la adicion en los quesos

Para obtener las concentraciones a utilizar en los tratamientos de la matriz alimentaria
se realiz6 una suspension donde se pesaron 500 mg de nanoparticulas y se mezclaron con 20
mL de agua estéril inyectable, posteriormente se dejaron precipitar, se retiraron 15 mL y se
vaciaron en un frasco color ambar, se realizo el mismo procedimiento hasta obtener un litro.
Para determinar la concentracion de la suspension se secaron las nanoparticulas que quedaron

precipitadas.

5.4 Elaboracién del queso panela y adicién de nanoparticulas

Para el proceso de elaboracion del queso panela se utilizé la metodologia de Ramirez
y Vélez (2019) con modificaciones para la adicidén de nanoparticulas. Se recibieron 20 L de

leche pasteurizada de la empresa Prounilac utilizando 5 L para cada tratamiento. Se calento
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la leche a una temperatura de 32 £ 2 °C para la adicion de nanoparticulas. Se trabajoé con
cuatro tratamientos, uno sin la adicion de nanoparticulas (T1 = control), mientras que a las
tres muestras siguientes se les agregd una suspension de 1.1, 2.2,y 4.4 ppm (T1, T2,y T3
respectivamente) de nanoparticulas de 6xido de hierro funcionalizadas con extracto de ajo
(IONPs-EA) con una concentracion de 250 ppm. Una vez que la leche llego a 32 °C se
adicion6 la quimosina en una proporcion de 100 uL/L previamente diluida en 10 mL de agua
destilada. Se dejo coagular por un tiempo de 30 min. El corte de la cuajada se realiz6 con
liras de 1 cm de ancho y se agitd por 30 min. Después se drenaron tres cuartas partes del
suero. El queso obtenido se prensd por 20 min. por cada lado. Se empacé en bolsas de
polietileno y se almacend a una temperatura de refrigeracion de 6 + 2 °C hasta su posterior

uso.

5.5 Analisis

A la leche se le determind la cantidad de grasa, solidos no grasos, densidad, lactosa,
proteina, adicién de agua, temperatura, punto de congelacién, pH y conductividad por medio
de un analizador de leche (Lactoscan, Milkotronic Ltd, Bulgaria), antes de la elaboracion del
queso. Una vez elaborado el queso y de almacenarlo por 24 horas, se realizé un analisis
quimico proximal, actividad de agua, analisis de perfil de textura, color, analisis sensorial,

analisis microbioldgico y un andlisis estadistico de los resultados.

5.5.1. Caracteristicas de la leche por el equipo Lactoscan

Para un analisis rapido de la leche se utiliz6 un analizador ultrasénico (Lactoscan
Milkotronic Ltd, Bulgaria). Se agregaron 10 mL de leche en el compartimento para muestra.
Se determinaron so6lidos no grasos, proteina, contenido de agua, temperatura, punto de

congelacién, sélidos, conductividad y densidad (Lactoscan, 2014).
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5.5.2 Analisis quimico proximal del queso panela

5.5.2.1 Determinacion del porcentaje de proteina

El andlisis de proteina se determind mediante el método Kjeldahl de cuerdo a la
metodologia de la AOAC (2016). En un tubo de digestion se agregdé 5 g de una mezcla
digestora (sulfato de cobre pentahidratado y sulfato de potasio), 15 mL de H2SOsy 1 g de
muestra de queso finamente triturada y se comenzo con la digestion. Una vez que la muestra
tomd un color verde transparente se mantuvo por una hora més. Se dejo6 enfriar y se agreg6
a cada tubo 20 mL de agua destilada y se colocé en el destilador (BUCHI K-350, Suiza),
mientras que en un matraz Erlenmeyer se mezclaron 50 mL de acido borico y 3 gotas de rojo
de metilo como indicador y se inicié la destilacion. Una vez transcurridos cinco minutos se
obtuvieron aproximadamente 250 mL de destilado (se realizd este procedimiento por cada
muestra y entre cada tipo de muestra se hizo un blanco). Como parte final se realiz6 la
titulacion con acido sulfurico 0.1 N y se registraron los mililitros gastados. Para realizar los
calculos y expresar los resultados se calculé el porcentaje de nitrogeno presente en la muestra

con la Ecuacién 3y para el porcentaje de proteina se utilizo la Ecuacién 4.

i, s mL problema—mlL blanco)(meq N)(N del H,SO
% De nitrégeno = (mLp Ymeq N)( 2304 ¥ 100

Peso en gramos de la muestra

(Ecuacion 3)

Donde:

N del H2SO4 = Normalidad del &cido sulfarico.

mL problema = Volumen en mililitros de &cido sulfarico gastados.
mL blanco = Volumen en mililitros gastados empleado para el blanco.
meqg N = Miliequivalente del nitrégeno = 0.014 g N/ meqg N.

Peso en gramos de la muestra = Peso real utilizado
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% Proteina = (% de nitrégeno)X F (Ecuacion 4)

Donde:
% de nitrégeno = Porcentaje obtenido en la Ecuacion 3

F = Factor de conversion de proteina 6.38 (para queso).

5.5.2.2 Determinacion del porcentaje de grasa

Para el contenido de grasa de las muestras se realizo por triplicado. Se utilizo el
método de acido butirométrico Van-Gulik, el cual consiste en una digestion de sus
componentes y la separacion de la grasa por medio de un centrifugado (Lopez et al., 2015).
Para la preparacion de la muestra se utilizaron 3 g de queso triturado y se colocaron en la
copa de vidrio con tapon y se ajustd en el cuello del butirémetro (graduado de 0 a 40 %),
posteriormente se afiadieron 10 mL de H2SO4 (densidad de 1.525 g/mL) o hasta cubrir la
muestra, se sometieron a bafio maria (RIOSSA B-40, Puebla, México) por 15 min. a una
temperatura de 65 °C. Una vez terminada la digestion se retird del agua y se agregd mas
H>SO; hasta la escala de 25 % y 1 mL de alcohol isoamilico. Se centrifugaron (Gerber
instrument, Michoacan, México) a 1200 rpm por 5 min. a una temperatura de 63 + 2 °C.
Transcurrido el tiempo se metieron nuevamente a bafio maria hasta poder realizar la lectura
del porcentaje de grasa directamente en la escala del butirometro y se registraron los

resultados obtenidos.

5.5.2.3 Determinacion del porcentaje de humedad

El porcentaje de humedad se determind por medio de la deshidratacion de una muestra
o diferencia de peso, donde la muestra se meti6 a una estufa de secado (Craft, México) de
acuerdo a la metodologia de la AOAC (2016). Como primer paso se secaron las charolas por
un tiempo de 24 horas en la estufa, transcurrido el tiempo se dejaron enfriar en un desecador

por 15 min. Se pesaron 4 g de muestra triturada por duplicado para cada tratamiento. Se
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secaron en la estufa por 2 horas a una temperatura de 105 °C, pasado el tiempo se dejaron
enfriar en un desecador y se registro el primer peso, se realiz6 el mismo procedimiento hasta
obtener un peso constante. Para la determinacion del porcentaje humedad se aplicd la

Ecuacion 5.

Peso muestra himeda—peso muestra seca

% Humedad =

X 100  (Ecuacion 5)

Peso muestra himeda

5.5.2.4 Determinacion del porcentaje de ceniza

Para la determinacion de ceniza, se realizé por calcinacion de muestra (AOAC, 2016)
en una mufla (Felisa FE-361, México). Se metieron a secar 24 crisoles hasta obtener su peso
constante, se dejaron enfriar por un tiempo de 30 min. y se registrd su peso cada 15 min. Se
pesaron 3 g de muestra por duplicado para cada tratamiento. Se colocaron las muestras en
cada crisol sobre un mechero y se comenzé a calcinar la muestra (evitando que esta se
incendiara). Una vez calcinada la muestra se dejaron enfriar y se metieron a la mufla a una
temperatura de 500 °C por dos horas hasta obtener una ceniza de color blanco a grisaceo. Se
dejo enfriar la muestra en un desecador y se peso la ceniza. Se calcul6 la cantidad obtenida

mediante la Ecuacion 6.

Peso muestra himeda—peso de la charola vacia

% Ceniza = X 100 (Ecuacion 6)

Peso de la muestra seca

5.5.3 Determinacion de pH

Se realiz6 una mezcla de 10 g de queso triturado en 50 mL de agua destilada. Se midi6
el pH por triplicado en un potenciémetro (Hanna HI 2211, Colombia) de acuerdo a la

metodologia descrita por Gonzalez (2011).
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5.5.4 Determinacion de acidez

La determinacion de acidez se realizé por triplicado. Se elaboré una mezcla de 10 g
de queso, 20 mL de agua destilada y 0.5 mL de fenolftaleina al 1 % en un vaso de precipitado
de 250 mL. Posteriormente se titul6 con NaOH al 0.1 N hasta el vire de color. Para obtener
el porcentaje de acidez se utilizo la Ecuacién 7 (Gonzéalez, 2011).

% Acidez = M X 100 (Ecuacion 7)

Donde:
V = Volumen en mililitros de hidréxido de sodio gastados
N = Normalidad del NaOH

P = Gramos de la muestra utilizada

5.5.5 Determinacion de actividad de agua (Aw)

La actividad de agua se llevd a cabo en un medidor AqualLab (Meter Group Inc.,
Series 3 TE, Washington), se introdujeron en el cajén de la muestra 3 g de queso triturado,
el cual se comprimié completamente hasta la marca ubicada en el fondo de la charola
Posteriormente se realizaron las medidas de cada muestra a una temperatura ambiente por un

tiempo de 5 min. y se registraron las lecturas obtenidas (Garcia, 2006).

5.5.6 Analisis de perfil de textura (TPA)

Para determinar la textura de las muestras de queso se realizd por medio de la
compresion con un texturdmetro (Brookfield, CT3, EE.UU.) con el Software Exponent
Conect. Se realizaron 20 repeticiones por cada tratamiento. Las muestras utilizadas fueron
cubicas de 1.5 cm de cada lado. Se colocaron en el equipo y fueron comprimidas dos veces

a temperatura ambiente con una geometria cilindrica de acrilico de 25 mm de diametro a una
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velocidad de 2 mm/s con un tiempo de compresion de 0.8 s, hasta reducir su tamarfio a una
altura del 50 % con una fuerza aplicada de 0.005 N. Con los datos obtenidos se calcularon
las propiedades de: Dureza, adhesividad, elasticidad y cohesividad, de acuerdo con la

metodologia descrita por Higuera et al., (2019).

5.5.7 Analisis de color

Los pardmetros del espacio de color CIE L* a* b* se obtuvieron mediante un
colorimetro (twilight 3nh, México). El pardmetro L* indica la luminosidad en un intervalo
de 0a 100; a* indica una tonalidad de rojo (+) a verde (-) y b* indica una tonalidad de amarillo
(+) a azul (-) (Velasco, 2017). También se determind su delta E (AE) para observar la
diferencia de color entre los tratamientos y el control mediante la siguiente Ecuacion 8
(Ramirez, 2010).

AE = J(L: — L)% + (ai — a)? + (b — bY)? (Ecuacion 8)

5.5.8 Analisis microbioldgico

5.5.8.1 Concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima
bactericida (CMB)

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria en micro dilucion en
placa, se llevd a cabo de acuerdo a la metodologia de Gonzalez et al. (2020), para el extracto
de ajo y en las IONPs-EA. En el extracto se realizaron concentraciones a partir de 100, 50,
25,12.5,6.25, 3.12 pg/mL y para las IONPs-EA se utilizaron concentraciones de 4000, 2000,
1000y 600 pg/mL. Para ambos andlisis se utilizaron 2 bacterias gram negativas (Escherichia
coli ATCC 8783 y Salmonella typhi) y una gram positiva (Staphyloccocus aureus ATCC
29740).
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El experimento se realizo por triplicado, en placas de 96 pozos de 200 L a los cuales
se les agregd 44, 22, 11, 6 y 3 pL de extracto de ajo y de nanoparticulas 80, 40, 20y 12 pL ,
cada concentracion se preparé con 50 pL de caldo nutritivo de BHI (Infusion cerebro
corazén) y cada pozo se aforo con solucion salina tamponada de fosfatos (PBS) y 10 pL de
la suspension bacteriana la cual se ajusté con McFarland al 0.5. Una vez inoculadas las placas
se incubaron a una temperatura de 37 °C por 24 horas, se utilizaron como control positivo el
antibiotico de Amikacina (AppliChem 4K10421) con concentraciones de 50 pg/mL y el
control negativo fue caldo nutritivo solo y caldo nutritivo con bacterias. Para determinar la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida (CMB) se
utilizé el vaciado en caja petri, la cual se le dibujaron cuadros para agregar 10 pL de cada
pozo de la P96 para observar la inhibicion de los microorganismos.

5.5.9 Determinacion de actividad antioxidante

Se determino la actividad antioxidante de las IONPs-EA para observar si estas tenian
la capacidad de inhibir a los radicales libres y de esta manera tener la capacidad de resistir al
estrés oxidativo y mantener su estabilidad durante su almacenamiento o en la aplicacion de
la matriz alimentaria. Su actividad fue determinada por los métodos ABTS y DPPH, los
cuales consisten en la cuantificacion de su actividad antioxidante en la disminucion de sus
absorbancias, 734 para ABTS y 514 para DPPH en presencia de un extracto. A mayor
capacidad antioxidante del extracto, habrd una mayor disminucién de color, siendo

proporcional al grado de captura del radical oxidado (Bajarano, 2021).

5.5.9.1 Actividad antioxidante por el método ABTS

El método de ABTS se realiz6 de acuerdo a la metodologia de Re et al. (1999) con
algunas modificaciones. Para la determinacion se prepard una solucion de ABTSe+al 7 mM
con persulfato de potasio al 2.45 mM, se dejo almacend 24 horas en oscuridad y a temperatura
ambiente, transcurrido el tiempo se diluyo con etanol absoluto hasta obtener una absorbancia

de 0.7 + 0.02. Para determinar la actividad antioxidante se evaluaron diferentes
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concentraciones de nanoparticulas de 500, 400, 300, 200, 100 y 50 pg/mL y para el extracto
se utiliz6 una concentracion de 225 pg/mL.

La preparacion de la muestra se realiz6 vertiendo 2.93 mL de la solucion ABTSe+
con una absorbancia de 0.7 £ 0.02 y 0.07 mL de la suspensidn de nanoparticulas, se agité en
un vortex y se dej6 en reposo durante 30 min, posteriormente se midié la absorbancia de la
soluciéon a una longitud de onda de 734 nm en un espectrofotometro (JENWAY 6715
UV/Visible, Uruguay). Se utilizé etanol absoluto como blanco. Para la determinacion de la

actividad antioxidante se aplico la Ecuacién 9.
% de inhibicion antioxidante = 1-((A muestra - A blanco) /AR) *100 (Ecuacion 9)
Donde:
A muestra = Absorbancia de la muestra con el radical
A blanco = Absorbancia de la muestra con etanol
AR = Absorbancia de referencia (el radical con el solvente de la muestra)

Los resultados se expresaron como % de inhibicion antioxidante.

5.5.9.2 Actividad antioxidante por el método DPPH

Para la determinacion de actividad antirradicalaria se realiz6 el método DPPH
descrito por Brad-Williams (1995) con algunas modificaciones. Se prepar6 con metanol al
80 % Yy el radical DPPHe al 0.2 mM, se almacend durante 24 horas en oscuridad y a
temperatura ambiente, transcurrido el tiempo, se diluyé con metanol al 80 % hasta obtener
una absorbancia de 0.7 = 0.02. Para determinar la actividad antioxidante se evaluaron
diferentes concentraciones de nanoparticulas de 500, 400, 300, 200, 100 y 50 pg/mL y para

el extracto se utilizd una concentracion de 225 pg/mL.

Para la preparacion de las muestras se mezclaron 0.07 mL de la muestra 'y 2.93 mL
de la solucion DPPHe con una absorbancia de 0.7 + 0.02, los tubos se mezclaron
perfectamente y se dejé en reposo durante 60 min, transcurrido el tiempo se realizo la lectura
de cada muestra a 517 nm en un espectrofotémetro (JENWAY 6715 UV/Visible, Uruguay).
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Se utilizé6 metanol al 80 % como blanco. Para la determinacién de la actividad antioxidante

se aplico la siguiente Ecuacion 10:

% de inhibicion antioxidante = 1-((A muestra-A blanco) /AR) *100 (Ecuacién 10)

Donde:

A muestra = Absorbancia de la muestra con el radical

A blanco = Absorbancia de la muestra con etanol

AR = Absorbancia de referencia (el radical con el solvente de la muestra)

Los resultados se expresaron como % de inhibicion antioxidante.

5.5.10 Analisis sensorial

La evaluacion sensorial del queso se llevo a cabo a través de una prueba afectiva
utilizando una escala de 5 puntos (1 = me disgusta mucho; 2 = me disgusta poco; 3 = ni me
gusta ni me disgusta; 4 = me gusta poco y 5 = me gusta mucho). Con 126 jueces no
entrenados, 72 mujeres y 54 hombres, de 17 a 35 afios, siendo alumnos del Instituto de
Ciencias Agropecuarias. Los jueces recibieron cuatro muestras de queso panela, 24 horas
después de haberse elaborado: una del queso control y tres adicionadas con una suspension
de IONPs-EA 1.1, 2.2 y 4.4 ppm. Las muestras se cortaron en cubos de 1.5x1.5x1.5 cm. Se
colocaron en un plato y fueron codificadas aleatoriamente con nimeros de 4 digitos (Quinde,
2017).

5.5.11 Analisis de vida de anaquel

Para determinar la vida de anaquel del queso panela adicionado con nanoparticulas
de 6xido de hierro funcionalizadas con extracto de ajo (Allium sativum L.), se realiz6 con

cuatro tratamientos, un control y tres con diferente concentracién de nanoparticulas (1.1, 2.2
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y 4.4 ppm), las cuales se sometieron a temperatura de refrigeracion de 4 £ 1 °C. Los
pardmetros que se evaluaron fueron analisis quimico proximal, anlisis de perfil de textura
(TPA), actividad de agua (Aw), color, anlisis sensorial, capacidad antioxidante y crecimiento
microbiano, se registraron los resultados y fueron valorados al dia 1, 3, 5y 15 de acuerdo a

los cambios obtenidos.

5.5.12 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente, de los pardmetros de cada
uno de los quesos, se realiz6 también un andlisis de varianza de una sola via (ANOVA), se
utilizo la prueba de Tukey para determinar si hay diferencias significativas con una P <0.05,
como analizador de datos se utilizo el programa SAS y para el andlisis de los graficos se

determino por el software SigmaPlot 14.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Determinacion de componentes de la leche por el equipo lactoscan

La composicion de la leche aceptable para elaborar queso puede variar con respecto
a los estandares de cada region o pais, se deben considerar aspectos como la raza del animal,
su salud, en general las practicas ganaderas utilizadas. La leche que se transforma para
elaborar un queso panela debe cumplir con ciertos parametros en términos de contenido de
grasa, proteinas, lactosa, solidos totales y otros componentes, de igual manera se debe de
considerar su temperatura, pH y su acidez, ya que estos parametros determinaran el tipo de
queso a elaborar (Villegas de Gante, 2021). En la Tabla 4 se muestran los resultados

obtenidos sobre la composicion de la leche medido por el lactoscan.

Tabla 4. Componentes de la leche obtenidas por el equipo lactoscan

Parametro Composicion de la leche Lactoscan
Grasa 3.44 % 3.74 %
Proteina 3.47 % 3.34%
Lactosa 4.1 % 4.94 %
pH 6.6 6.67
Acidez 20-25°D 21°D
Densidad 1.02 g/cm?® 1.06 g/cm?®

Fuente: (NOM-155-SCFI, 2012)

Como se puede observar en la Tabla 4 los resultados obtenidos con el lactoscan los
valores coinciden con los estipulados por la NOM-155-SCFI, (2012) los cuales son
aceptables para su transformacién. Estos parametros son esenciales para elaborar el queso
panela, durante su almacenamiento estos determinaran su calidad y su vida de anaquel ya que
la grasa, proteina, lactosa y agua son los principales formadores de la cuajada, quedando
retenidas en el entrampado de las caseinas, es decir, que la relacion caseina/grasa son dos

componentes que determinan la textura del queso (Faya y Cabrera, 2018).
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6.2 Elaboracidn del queso panela

Se obtuvieron cuatro quesos panelas de aproximadamente 1.200 + 0.125 Kg, un
control y los otros tres adicionados con 1.1, 2.2, y 4.4 ppm de nanoparticulas de 6xido de

hierro funcionalizadas con extracto de ajo.

6.3 Caracterizacion del queso
6.3.1 Analisis quimico proximal

Una vez obtenido el queso y después de estar almacenado por 24 horas, se realizaron
lo andlisis quimico proximal en el laboratorio multidisciplinario, donde se determind la
cantidad de proteina, grasa, humedad y ceniza. Cada experimento se determind por triplicado.

En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos de cada uno de los pardmetros.

Tabla 5. Composicion proximal de gueso panela adicionado con IONPs-EA (%)

Parametros
Tratamiento Proteina Grasa Humedad Ceniza
Control 18.07+0.26" 15.20+0.36" 68.14+1.14" 1.42+0.068
1.1 ppm 18.37 £ 0.44*  15.27+0.25" 68.15+0.80" 1.46+0.09/B
2.2 ppm 17.98 £ 0.59* 14.67+0.29" 68.22+1.65" 1.57+0.0878
4.4 ppm 17.95+0.36" 14.60+0.36" 68.33+1.38" 1.62+0.07%

*Medias con diferente letra mayUscula en la misma columna son estadisticamente diferentes
(P <0.05).

6.3.1.1 Proteina

En la Tabla 5 se puede observar que el contenido de proteina no se vio afectada con
la adicion de nanoparticulas, por lo tanto, no existen diferencias significativas con un (P <

0.05), esto podria deberse a que las IONPs-EA tienen la capacidad de adherirse a las
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superficies de las proteinas, debido a sus interacciones electroestaticas entre las cargas de las

proteinas y las NPs.

Las nanoparticulas de hierro cuentan con cargas eléctricas positivas y negativas al
igual que las proteinas, dependiendo en el pH en que se encuentren, cuando las cargas son
opuestas estas tienden a atraerse (Kopac, 2021), provocando la adsorcion de las IONPs-EA
sobre la superficie de las proteinas del queso panela, por tal motivo no existe un aumento o
una disminucién considerable en el contenido, donde el control tuvo 18.07 % comparado con
los tratamientos con 1.1, 2.2 'y 4.4 ppm de IONPs-EA estos presentaron 18.37, 17.98 'y 17.95

% de proteina respectivamente.

La NOM-155-SCFI (2012), menciona que un queso panela debe tener un porcentaje
de proteina de 17 a 22 %, por lo tanto, el queso panela adicionado con IONPs-EA se
encuentra dentro de los parametros permisibles sin verse alterado el porcentaje de proteina

por la adicién de nanoparticulas.

6.3.1.2 Grasa

La Norma Oficial Mexicana-223-2017 menciona que un queso panela debe contener
un porcentaje de grasa que se encuentra entre el 10 y 20 %, los resultados obtenidos que se
muestran en la Tabla 5, no se encontraron diferencias significativas con un P <0.05, teniendo
valores de 14.20 a 15.27 % estando dentro de lo permisible en la NOM-223-
SCFGI/SAGARPA, (2017). Los tratamientos adicionados con nanoparticulas no mostraron

de igual manera que la proteina un aumento o una disminucion en el contenido de grasa.

Aguilar (2012), elabor6 un queso el cual fue adicionado con encapsulados de
compuestos antioxidantes en emulsiones, teniendo como resultados en el contenido de grasa
valores altos, porque la emulsion contenia aceite, esta se mezclé con la grasa del queso, por
tal motivo, se vio reflejado en los resultados. Al contrario del queso adicionado con IONPs-
EA, estas no se mezclan con la grasa pero hay una interaccion entre ellas, es decir, cuando

entran en contacto con la grasa, formando una interfaz con el agua.
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6.3.1.3 Humedad

Al determinar el parametro de humedad este no tuvo diferencias significativas con
una P < 0.05 entre los tratamientos adicionados con nanoparticulas y el control, podria
decirse, que el uso de nanoparticulas no tiene un efecto sobre la composicion del queso como
se muestran en la Tabla 5. Las NPs pueden actuar como un retenedor de agua, debido a que
por naturaleza son porosas Y la capacidad de retener moléculas de agua en su estructura, la
cantidad de agua absorbida va a depender de la concentracion que se agregue a la matriz
alimentaria, por lo tanto, puede mantener al queso fresco y suave por mayor tiempo, sin la

perdida excesiva de suero.

Santillan 'y Vélez (2019), en su investigacion adicionaron nanoparticulas y
microparticulas a un queso panela, donde observaron que tampoco mostraron diferencias
significativas entre los tratamientos. Las nanoparticulas no afectaron la humedad de la matriz
alimentaria, durante su almacenamiento que fue por un tiempo de 29 dias, oscilando su
porcentaje de humedad entre los 53 y 56, mientras que el queso adicionado con IONPs-EA
mostro valores mas altos de 68.14 a 68.33 %, esta diferencia puede deberse a la forma que

se adicionaron los metales.

6.3.1.4 Ceniza

Los resultados obtenidos del contenido que se muestran en la Tabla 5, se puede
observar que el contenido de ceniza de los tratamientos es estadisticamente diferente (P <
0.05), por lo tanto, hay una diferencia significativa entre el queso control y los tratamientos
adicionados con IONPs-EA. Esto se debe a que la cantidad de ceniza que se mide, es la
cantidad de residuos organicos que quedan después de incinerar una muestra completamente,
es decir, es la cantidad de minerales como calcio, fésforo, zinc, sales presentes, es este caso,

en el queso panela (Lopez, 2010).

La cantidad de ceniza obtenida fue muy baja tanto el control y los tratamientos
adicionados con nanoparticulas, esto se debe a que los quesos no fueron adicionados con sal,
ya que este juega un papel importante en la estructura del queso y en el contenido de

minerales contenidos en el queso.
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Lopez (2010), evalu6 dos quesos donde su porcentaje de ceniza estuvo entre 2.40 y
3.06, elaborado con las condiciones y los aditivos totales, mientras que en este experimento
el queso no se le adiciond sal, el queso control con IONPs-EA tuvo un valor de 1.42 %, y los
tratamientos con 1.1, 2.2 y 4.4 ppm tuvieron 1.46, 1.57 y 1.62 % de ceniza total
respectivamente, mientras que la norma oficial mexicana especifica que el contenido de
ceniza en queso debe tener 1 % como minimo y 4 % como maximo. Se observa un aumento
en la cantidad de ceniza en los tratamientos, por lo tanto, al adicionar mayor cantidad de

nanoparticulas el contenido de ceniza sera mayor.

6.3.2 pH

Es uno de los parametros que puede afectar la textura de los quesos, ya que tienen un
efecto directo con la red de proteinas, a pH cercanos al punto isoeléctrico (pl) se forman
quesos de pasta dura, tipico de los quesos madurados, mientras que pH mas alto las proteinas
presentan carga negativa, por lo tanto, pueden generar queso con mayor humedad, suaves y
mas flexibles (Faya y Cabrera, 2018).

Tabla 6. pH de los quesos adicionados con IONPs-EA

Sratamient Dia
ratamiento 1 3 5 15
Control 5.83 + 0.03/2 5.85 + 0.0172 5.82 + 0.0172 5.92 + 0.0172
1.1 ppm 5.90 + 0.0272 5.91 + 0.0172 5.92 + 0.0142 5.96 + 0.0142
2.2 ppm 6.01 + 0.01%2 6.02 + 0.0172 6.02 £ 0.0172 6.04 + 0.0172
4.4 ppm 6.05 + 0.0172 6.03 + 0.0172 6.05 + 0.0172 6.09 + 0.0172

*Medias con diferente letra mayuscula en la misma columna son estadisticamente diferentes
(P < 0.05) y medias con diferente letra minuscula en la misma fila son estadisticamente

diferentes (P < 0.05).
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Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6, se puede observar que no existen
diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos y los dias de almacenamiento del
queso, por lo tanto, las IONPs-EA no tienen un efecto positivo ni negativo con la interaccién
con el queso, debido a que existe una reaccion limitada entre el pH y las nanoparticulas, por
tal motivo, hay una estabilidad en el pH. Los valores obtenidos estan entre 5.83 y 6.09, es
decir que se encuentra dentro de lo establecido por la NMX-F-092 (1970) de 5 a 6, para

quesos tipo 1 o quesos frescos (quesos procesados para rebanar o cortar).

6.3.3 Acidez

La acidez juega un papel importante con la elaboracion de los quesos, los cuales
determinan su textura final, es decir; a valores altos, habra mayor sinéresis, por lo tanto,
mayor repulsion de agua. La NOM-243-SSA1 (2010), especifica que el queso panela debe
tener una acidez entre 0.1 % a 0.6 % de &cido lactico, que es igual a valores expresados en
grados dornic (°D) que se encuentra entre 15 a 20 °D.

Tabla 7. Valores de acidez expresados en °Dornic (°D)

) Dia
Tratamiento 1 3 5 15
Control 15.18 + 0.38B 15.50 + 0.608° 16.02 + 0.50%2 16.19 + 0.04%
1.1 ppm 15.60 + 0.52B0 15.33 + 0.058 16.46 + 0.37B%  16.71 +0.11B2
2.2 ppm 15.73 + 0.058¢ 15.77 + 0.18B¢ 16.61 + 0.537B> 16,95 + 0.06"2
4.4 ppm 16.77 £ 0.17A° 17.00 + 0.0142 17.06 + 0.04%a 17.11 + 0.04%a

*Medias con diferente letra mayuscula en la misma columna son estadisticamente diferentes
(P < 0.05) y medias con diferente letra minuscula en la misma fila son estadisticamente
diferentes (P <0.05).

En la Tabla 7 se muestran los resultados obtenidos de la acidez de los quesos panela,

observandose que el queso control y los tratamientos adicionados con nanoparticulas
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tuvieron diferencias significativas (P < 0.05) y de igual manera con el paso de los 15 dias. Se
puede observar que, el queso control y los tratamientos con concentraciones de 1.1y 2.2 ppm
de nanoparticulas no mostraron diferencias significativas, pero si, estos tres con el
tratamiento con 4.4 ppm de NPs, registrandose valores en aumento, con respecto al paso de
los dias de igual manera la acidez se vio afectada, en cada uno de los tratamientos, por lo
tanto, se puede observar que, este pardmetro tuvo un aumento desde el dia 1 con una acidez
de 15.18 °D hasta 17.11 °D al dia 15 encontrandose dentro de los parametros permisibles por
la norma oficial mexicana (La NOM-243-SSA1, 2010). Este aumento en la acidez es normal
en la producciéon de quesos, ya que estos contienen bacterias acido lacticas las cuales
consumen la lactosa y los azucares presentes y producen &cido lactico, provocando un
aumento en la acidez, pero con valores muy alto o0 muy bajos puede causar cambios en el
sabor, color y sobre todo en las caracteristicas texturales (dureza, adhesividad, cohesividad,
elasticidad y masticabilidad) (Paredes, 2018).

6.3.4 Actividad de agua (Aw)

La actividad de agua es un parametro que se relaciona con la estabilidad, vida de
anaquel, caracteristicas fisicoquimicas y fisicas en un alimento, es decir, es la cantidad de
agua que esta libre en el alimento y se mide en una escala de 0 a 1, donde O representa

ausencia de agua y 1 representa agua pura (Ordofiez et al., 1998).

En la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos de la medicion de Awde los quesos
adicionados con NPs con respecto a los dias de almacenamiento (15 dias) y entre cada
tratamiento, donde se observa que entre el control y los tratamientos con 1.1, 2.2 y 4.4 ppm
de IONPs-EA no se observaron diferencias significativas (P < 0.05). Con respecto a los
tratamientos con el paso de los dias de almacenamiento, el queso control no mostrd
diferencias significativas (P < 0.05) manteniendose con valores entre 0.977 a 0.970 %,
mientras que los tratamientos adicionados con IONPs-EA al paso de los 15 dias tuvieron
perdida de agua, provocado por la sineresis, donde el tratamietno con 1.1 ppm su Aw
disminuyé de 0.976 a 0.967 %, el tratamietno con 2.2 ppm de 0.976 a 0.965 % y el ultimo

tratamiento con 4.4 ppm tuvo una disminucion de agua del 0.975 a 0.964 %. Porlo tanto,

[ 50 L




estos valores obtenidos se ecuentran dentro de lo establecido por la Norma Oficial Mexicana
(NOM-243-SSAL1, 2010).

Tabla 8. Actividad de agua de quesos adicionados con IONPs-EA (%)
Dia

Tratamiento 1 3 5 15

Control 0.977 £0.0015%  0.976 + 0.0015"*  0.974 + 0.0039”*  0.970 + 0.0013*
1.1 ppm 0.976 +0.0005%% 0.973 + 0.0006"% 0.972 +0.0016"®®  0.967 + 0.00274

22ppm  0.976+0.0022% 0.973 +0.0008"% 0.971 + 0.0011°%>  0.965+ 0.0016"°
4.4 ppm 0.975 +0.0014%*  0.972 +0.0038"% 0.970 + 0.0017°%  0.964 + 0.0004"°

*Medias con diferente letra mayuscula en la misma columna son estadisticamente diferentes
(P < 0.05) y medias con diferente letra minascula en la misma fila son estadisticamente
diferentes (P < 0.05).

Faya y Cabrera, (2018) menciona que al tener valores bajos de Aw se debe a que las
proteinas comienzan a sufrir sinéresis, provocando la expulsion del suero, esto es benefico
para los quesos que llevan un proceso de maduracion, pero el queso panela al ser un alimento
fresco queda expuesto al desarrollo de microorganismo. Por tal motivo debe de mantenerse

en refrigeracion y consumirse en las fechas marcadas por los proveedores.

6.4 Analisis de perfil de textura

La textura es un pardmetro muy importante en los alimentos, en los quesos se ve
reflejado en su dureza, esto va a depender del tipo de queso que se vaya a elaborar (frescos,
semi-maduros y maduros). Aguilar (2012), menciona que los cambios de textura en los
parametros del queso comienzan a cambiar justo después de su elaboracién, donde se forma
una red con las proteinas y dentro de ellas se quedan atrapados los glébulos de grasa y agua,
el cual conforme pasa el tiempo se va liberando, debido a la accion proteolitica de las enzimas

residuales.

En la Tabla 9 se muestran los resultados obtenidos de los cambios en las propiedades

textural entre el queso control y los tratamientos de queso panela adicionados con
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nanoparticulas de 6xido de hierro funcionalizadas con extracto de ajo (Allium sativum L.) y

al paso de 15 dias de almacenamiento.

Los resultados obtenidos en dureza de acuerdo a Castro, (2014) la definen como la
fuerza que se necesita para deformar un alimento, mostrandose diferencias significativas (P
< 0.05) en los tratamientos adicionados con NPs a diferencia del control que tuvo el valor
mas bajo (1.63 Newton), como se observa que al incrementar la cantidad de nanoparticulas
el queso es mas duro el cual fue aumentando de 2.10 a 3.97 Newton (N), esto podria deberse
a que dentro de la proteina aparte de entrampar grasa y agua tambien se esta reteniendo el
metal y provocando una interaccion con la estructura proteica haciendo el queso mas firme
(Guinee, 2002), otro factor importante es la perdidad de humedad (sineresis) (Aguilar, 2012).
El cual también se ve mas reflejado con el paso del tiempo, como se observa en el dia 15
donde se realizo la segunda medicion teniendo valores mas elevados que al dia 1 que van de
1.77 para el control y de 2.53 hasta 4.04 N para los adicionados con el metal, esto es normal

ya que los quesos frescos tienden a liberar el agua retenida.

Estudios realizados por Santillan y Vélez (2019), donde adicionaron nanoparticulas y
macroparticulas de calcio, hierro y zinc a un queso panela en concentraciones mayores, donde
sus resultados de queso panela con Nps de hierro fueron mayores ya que estas fueron
adicionadas de acuerdo a la ingesta diaria recomendada (miligramos) y las IONPs-EA fueron
adicionadas en suspension en partes por millén (ppm) de concentracion, pero mostrando el
mismo efecto que a mayor concentracion y al paso del tiempo el queso se hace mas duro

tambien debido a la sinéresis.

Como se puede observar en los resultados obtenidos en el pardmetro de adhesividad
al dia uno los tratamientos adicionados con IONPs-EA (1.1, 2.2 y 4.4 ppm) mostraron
diferencias significativas (P < 0.05) con respecto al control, mientras que entre ellos no hubo
diferencias, el mismo efecto tuvieron los tratamietnos al paso de los quince dias, mientras
que en cada tratamiento con respecto al dia uno y al dia 15 no mostraron diferencias
estadisticamente significativas (P <0.05). La adhesividad es el trabajo necesario para vencer
las fuerzas de atraccion entre el alimento y la superficie entre otros materiales (Castro et al.,
2014), es decir, que durante la masticacion del queso no se necesitd mucha fuerza para retirar

el matetrial que se adhiere al paladar o a los dientes, por lo tanto, al disminiur los valores en
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los quesos con nanoparticulas es una ventaja positiva, de acuerdo a un estudio realizado por
Santillan y Vélez (2019), donde al agregar nanoparticulas de hierro al queso son mejores que
al adicionar materiales con mayor tamaro, esto se debe a que existe una mayor estabilidad

sobre la estructura proteica del queso (Santillan, 2015).

Tabla 9. Anélisis de Perfil de Textura (TPA) de queso panela

Tratamiento Dia 1 Dia 15
Dureza (N)
Control 1.63 + 0.44 1.77 + 0.59P2
1.1 ppm 2.10 + 0.54¢P 2.53 +0.62¢
2.2 ppm 3.09 + 0.63"2 3.19 + 0.5082
4.4 ppm 3.97 +0.68%2 4.04 + 0.507

Adhesividad (J)

Control 2.68e-04 + 8.2e-05%° 2.46e-04 + 8.5e05"
1.1 ppm 1.61e-04 + 9.41e-0552 1.54e-04 + 8.2e-0552
2.2 ppm 1.56e-04 + 5.77e-0552 1.47e-04 + 5.5e-0552
4.4 ppm 1.12e-04 + 1.58e-0452 1.17e-04 + 6.1e-05%2
Cohesividad (adimensional)
Control 0.680 + 0.03%2 0.681 + 0.024
1.1 ppm 0.681 + 0.06" 0.681 + 0.06"
2.2 ppm 0.681 + 0.03% 0.681 + 0.0242
4.4 ppm 0.681 + 0.02" 0.681 + 0.02"
Elasticidad (adimensional)
Control 0.866 + 0.014 0.854 + 0.014°
1.1 ppm 0.853 + 0.017B2 0.849 + 0.02ABb
2.2 ppm 0.840 + 0.01B2 0.835 + 0.02B°
4.4 ppm 0.814 +0.01¢2 0.806 + 0.01°

*Medias con diferente letra mayuscula en la misma columna son estadisticamente diferentes
(P < 0.05) y medias con diferente letra minuscula en la misma fila son estadisticamente

diferentes (P < 0.05).
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Los resultados para cohesividad muestran que, no existen diferencias significativas
(P <0.05) entre el control y los tratramientos adicionados con NPs y tampoco entre los dias
uno y quince, esto se debe a que la interaccion entre las moléculas que componen al queso
se encontraban mas fuertemente unidas (Aguilar, 2012) y otro factor que influye en la
adhesividad del queso panela es que es considerado un queso fresco, por lo tanto, no lleva un
proceso de maduracion no habiendo cambios considerables en la textura (Torres et al.,2015).
Osorio (2005), definen el parametro de cohesividad como el punto limite en el cual un
alimento puede deformarse hasta antes de romperse, por lo tanto un queso maduro se rompe

o0 desborona mas facil que un queso panela, debido a su humedad.

La elasticidad en los alimentos es la capacidad que tiene una muestra deformada para
recuperar su forma inicial después de haber recibido una fuerza de impacto (Torres, 2015).
En la Tabla 9 se muestran los resultados obtenidos de la elasticidad de los quesos panela
adicionados con nanoparticulas y el control, donse se observa que si exiten diferencias
significativas (P < 0.05) entre los tratamientos al dia siguiente de su alamacenamiento, por
lo tanto, al adicionar mayor concentracién de Nps su elasticidad fue menor de 0.866 a 0.814,
y al pasar los 15 dias esta aun fue mas baja de 0.850 a 0.806, viéndose tambidn una
disminucion considerable al pasar los 15 dias de cada tratamiento por ejemplo el control de
8.66 disminuyd su elasticidad a 0.855 y el tratamietno con 4.4 ppm se vio mayormente
afectado de 0.814 a 0.806, esto se atribuye a la expulsion del agua que estaba retenida en las
proteinas, provocando una deshidratacion de las mismas, es decir que al haber menor
cantidad de humedad en la red proteica esta pierde elasticidad, y esta caracteristica es

reflejada en los quesos semi-duros y duros (Torres et al., 2015).

6.5 Analisis de color

La escala de Hunter permite evaluar los parametros de color en una muestra,
comparadas con un control. Los resultados obtenidos de las mediciones de los valores de L,

a, b y diferencia de color (AE) se registraron en la Tabla 10.
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Tabla 10 Resultados de los pardmetros del queso control y los quesos adicionados con IONPs-EA

Parametros

Tratamiento L a b AE

Dia 1 Dia 15 Dia 1l Dia 15 Dia 1l Dia 15

Control 91.37+0.7%% 89.34+09”° 729+0.8°° 937+05%% 14.10+0.4% 17.23+0.7A* 213+0.5°

1.1 ppm 88.64 +0.6% 8578+0.8%® 8.66+0.9%° 9.80+08% 14.25+0.3° 17.80+0.6"2 3.85+0.4°

2.2 ppm 88.51+0.8% 8124+0.7® 878+009% 1026+0.8%2 16.52+0.5%° 18.98+05% 854+0.3A

4.4 ppm 87.98+0.8%2 78.64+05°° 854+065 10.63+0.8%2 17.12+0.4% 19.04+0.8%% 8.84+0.3"

*Medias de tratamiento con diferente letra mayUscula en la misma columna para cada parametro L, a y b son estadisticamente diferentes
(P < 0.05) y medias con diferente letra minuscula en la misma fila para cada pardmetro L, a y b comparando los dias 1 y 15 son
estadisticamente diferentes (P < 0.05)
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De acuerdo con el andlisis de color, se observa que si existieron diferencias
significativas con una P < 0.05 entre las muestras con nanoparticulas y el control, y de igual
manera en el tiempo de almacenamiento Los tratamientos adicionados con IONPs-EA si
mostraron diferencias significativas en comparacion con el queso control. Esto se debe al
color del éxido de hierro que va de un tono rojizo a un marron, lo que ocasioné una
disminucion de la luminosidad de 88.64 a 97.98, un aumento en el pardmetro a de 8.66 a 8.54
y en el parametro b de 17.80 a 19.04 al aumentar la concentracion de NPs, presentaron el

mismo comportamiento estos parametros en cada uno de los tratamientos en el dia 15.

Durante los dias de almacenamiento entre el dia 1 y el dia 15, el queso control tuvo
una disminucion en la luminosidad (L) de 91.37 a 89.34, b de 18.25a 17.80 y en el valor de
a se presentd un aumento de 7.29 a 9.37. Por otro lado, los tratamientos adicionados con 1.1,
2.2 y 4.4 ppm de NPs presentaron el mismo comportamiento durante los 15 dias de
almacenamiento, con una disminucion en la luminosidad y un aumento en los parametros a
y b. Esto se debe a que, al adicionar metales a una matriz alimentaria con alto contenido de
lipidos, como es el caso del queso panela, se favorece la oxidacion de estos. Santillany Vélez
(2019), mostraron resultados similares al adicionar nanoparticulas de hierro a un queso
panela, mientras que sus tratamientos adicionados con NPs de Ca y Zn, no mostraron estos
cambios de color, esto se debe que estos metales son incolores, por lo tanto, no interfieren
con la luminusidad del queso, pero en los quesos adicionados con nanoparticulas de hierro
estas tiene un colo café-rojiso, al ser un color intenso, si interfiere con las propiedades del

queso.

Con respecto a la diferencia de color (AE) si mostraron cabios al aumentar la
concentracion de nanoparticulas, ya que este determina si el color final de una muestra es
diferente con una muestra control, el cual puede o no ser perceptible. Los resultados
obtenidos son cambios de los parametros L, a'y b, con respecto a los dias de almacenamiento
(15 dias).

Con respecto al anélisis del cambio final de color durante los 15 dias de
almacenamiento, todos los tratamientos mostraron cambios soginificativos (P < 0.05). Donde
el queso control tuvo un valor de 2.13, el tratamiento con 1.1 ppm con 3.85, pero los cambios

mas significativos se observaron en los tratamientos con concentraciones de 2.2 y 4.4 ppm
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de NPs con valores de 8.54 y 8.84 respectivamente, esto quiere decir que los quesos ya
comenzaban a tomar una coloracién la cual ya se puede apreciar. Ramirez (2010), menciona
que AE proporciona un valor numérico para expresar el color perceptible por el ojo humano,
donde valores menores a cinco las muestras no tiene cambios en el color, por lo tanto, en esta
investigacion los tratamientos con 2.2 y 4.4 ppm de NPs los valores estan por arriba de cinco,
ya notandose ligeramente el color de cada queso. Como ya se ha mencionado, esto se debe
al color del metal agregado, ya que las IONPs-EA al ser de hierro, con el paso del tiempo
tiende a reaccionar con la grasa, oxidandola, provocando otros cambios bioquimicos en el

queso panela (Ramirez y Vélez, 2012).

6.6 Analisis microbiologico

Para determinar la actividad antimicrobiana de este experimento se le realizé al
extracto hidroalcohdlico de ajo y a las nanoparticulas ya funcionalizadas, donde se determin6

la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida (CMB).

En Tabla 11 se registraron los resultados obtenidos sobre la actividad inhibitoria y
bactericida del extracto de ajo sobre las bacterias trabajadas. Su actividad con respecto a CMI
y la CMB varia segun el tipo de bacteria (Figura 12). Salmonella enterica Typhimurium fue
la bacteria que tuvo menor resistencia al extracto, utilizando una concentraciéon de 3.12

ug/mL para matar e inhibir la bacteria.

Figura 11 Concentracion Minima Inhibitoria (circulo rojo) y Concentracion Minima
Bactericida (circulo amarillo) del extracto hidroalcohdlico de ajo. a) Staphylococcus
aureus, b) Salmonella typhi y c) Escherichia coli.
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Para las bacterias Escherichia coli 'y Staphylococcus aureus no mostraron diferencias
significativas (P < 0.05), encontrandose que la concentracion minima para inhibir el
crecimiento de estas dos bacterias se necesitd una concentracion de 25 pg/mL, mientras que
para matar las bacterias (CMB) se necesito el doble de la concentracion (50 ug/mL), siendo

mas resistentes al extracto hidroalcohdlico de ajo.

Las diferencias observadas entre las concentraciones utilizadas en las bacterias, se
debe, a que la alicina obtenida del extracto al ser un compuesto organico tiene la capacidad
de atravesar la pared celular de las bacterias debido a su solubilidad en presencia de lipidos

y por el solvente hidroalcohélico (Caycedo et al., 2020).

Tabla 11. Concentracién Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida del
extracto hidroalcohdlico del extracto hidroalcoholico de ajo y de las nanoparticulas
funcionalizadas (IONPs-EA) (ug/mL)

Extracto de ajo IONPs- EA
Bacteria

CMI CMB CMI CMB

Escherichia coli ATCC 8783 254 504 - -
Salmonella entérica
3.128 3.128 - -
Typhimurium

Staphylococcus aureus ATCC Hs5A 504 i i

29740

*Medias con diferente letra mayuscula en la misma columna son estadisticamente diferentes
(P <0.05).

En bacterias gram positivas como Staphylococcus aureus, que tienen menos lipidos
en su pared celular, la penetracién del principio activo es mas rapida, Esto permite que una
mayor cantidad del principio activo del extracto llegue a la membrana celular, donde puede
inactivar moléculas para inhibir el crecimiento e incluso matarlas, pero el resultado obtenido
muestra que es mas resistente a la alicina, esto puede deberse a que algunas cepas de S. aureus
protegen su membrana celular produciendo factores de virulencia que van a favorecer la

resistencia a la lisis (Caycedo et al., 2020).
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En la bacteria gram negativa Escherichia coli, También es posible que el producto
interactUe con enzimas periplasmicas, disminuyendo la concentracion del principio activo
(alicina) que llega al citoplasma (Llontop, 2022), por lo tanto, tener mayor resistencia al

extracto, pero el aumentar la concentracion puede influir a la muerte de la cepa.

Esto de igual manera va a depender de la estructura y la sensibilidad de las bacterias
a diferentes compuestos organicos o a antibidticos que los hacen mas sensibles, como el
resultado obtenido de la Salmonella entérica Typhimurium en esta investigacion que aun

siendo una gram negativa es mas sensible a la alicina.

Actualmente existe una gran variedad de investigaciones que demuestran la actividad
antimicrobiana del ajo (Allium sativum L.), donde se han utilizado diferentes extractos

(hidroalcohdlico, acuoso, oleoso, etc.), en polvo y en el ajo triturado.

Domingo y Lopez (2003), reportaron que al utilizar un extracto oleoso de ajo,
necesitaron una concentracion minima inhibitoria de 0.17 mg/L para Escherichia coli y para
Salmonellan 5.5 mg/L. tambien utilizaron ajo en polvo donde necesitando concentraciones

de 25 mg/L para ambas bacterias.

Yaguana (2015), realiz6 un extrato acuoso de Allium sativum L., por medio de halos
de inhibicién determiné las concentraciones para inhibir bacterias, evaluando concentracién
y temperaturas , encontr6 que, para inhibir Staphylococcus aureus y Salmonella se necesitan
250 mg/mL y para Escherichia coli 100 mg/mL a una temperatura de 35 °C ya que al

aumentar la temperatura se necesitan mayores cocnentraciones del extracto.

Pereda (2020), evalud el efecto antibacteriano de cultivos de Escherichia coli con un
extracto hidroalcoholico de ajo, por medio de halos de inhibicién, teniendo un diametro
promedio de 21.6 mm de inhibicion del crecimeitno de esta bacteria, con el extracto a una

concentracion del 75%.

Con respecto a la concentracion minima inhibitoria y bactericida de las IONPs-EA se
observa en la Tabla 11 que estas no poseen actividad antimicrobiana, el experimento se
realizd dos veces para confirmar su actividad aumentando las concentraciones utilizadas
(Figura 13), concluyendo que las nanoparticulas funcionalizadas no poseen actividad sobre

las bacterias Staphylococcus aureus, Salmonella typhi y Escherichia coli.
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Para que las nanoparticulas cumplan con sus actividades bioldgicas deben de
considerarse distintos factores, por ejemplo: Tipo de sintesis (quimica o verde), tamafio de
particula, carga superficial, morfologia, estructura y su solubilidad, también se puede
considerar su funcionalizacion (principio activo que ird adsorbido en la superficie de la
Nanoparticula) (Martinez, 2019).

Figura 12 Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracién Minima Bactericida
de las IONPs-EA. Primer experimento: al) Staphylococcus aureus. b1) Salmonella
typhi y c1) Escherichia coli. Segundo experimento: a2) Staphylococcus aureus. b2)
Salmonella typhi y c2) Escherichia coli

Existen pocos articulos que reportan el efecto antimicrobiano de las nanoparticulas
de 6xido de hierro, obtenidas con diferentes metodologias.

Mufioz (2023), reporta que las nanoparticulas de oxido de hierrro con Annona
Muricata, en un ensayo de difusion en disco no se present6 inhibicién en ninguno de sus
tratamientos frente a bacterias gram negativas (Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa)
y gran postivas (Enterococcus casseliflavus y Staphilococcus aureus), por lo tanto, esto va a
depender de la concentracion y el tamarfio de las particulas obtenidas. Estas en lugar de inhibir
el crecimiento pueden provocar el desarrollo de las bacterias de acuerdo a lo publicado por
Borcherding et al. (2014).
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Tran et al., (2022), reportaron la inhibiciébn de Staphylococcus aureus con
nanoparticulas de oxido de hierro recurbiertas con alcohol polivinilico, los cultivos los
realizaron en placas de 96 pocillos con concentraciones de 3 mg/mL, 30 mg/mL, 300 mg/mL,
esto era para evitar que las nanoparticulas se aglomeraran. Teniendo mayor efecto de

inhibicién en concentraciones mas altas.

Armijo et al., (2020), reportaron que el uso de nanoparticulas de hierro para la
inhibicidn de bacterias va a diferir entre el tipo de cepa, de igual manera dependera del tipo
de funcionalizacion de la Np, es decir, cual serd el recubrimiento patra tener una mejor
efectividad. Por lo tanto, estos son unos parametros que se pueden considerar. En su
investigacion utilizaron Np de oxido de hierro solas, con recubrimiento de alginato y con
tobramicina hacia la bacteria Pseudomonas aeruginosa, los resultaron demostraron que las
Nps solas hubo una inhibicion en concentraciones bajas, mientra que las Np con alginato la
inhibicion fue muy baja y con las Np con tobramicina no hubo inhibicién.

En el afio 2020, Flores Ramirez, reporto la inhibicion de la bacteria Salmonella typhi
ante nanoparticulas de magnetita (NPM) y nanoparticulas de magnetita modificadas con
quitosano (NPM/Qts) mediante método electroquimico, para el efecto inhibitorio de la cepa
comprobaron que utilizando NPM se necesitan concentraciones por arriba de 1.50 mg/mL,
mientras que en la NPM/Qts observaron mayor inhibicion a partir de concentraciones 0.9
mg/mL, esto se lo atribuyeron a la produccion de ROS al depender de la reaccion del peroxido

de hidrogeno (H202) con los compuestos férricos de la magnetita.

6.7 Capacidad antioxidante

6.7.1 Capacidad antioxidante del extracto de ajo por los métodos ABTS y
DPPH

En los resultados obtenidos para la determinacion de la capacidad antioxidante del
extracto de ajo a una concentracion de 225 ppm mediante el ensayo con ABTS, se encontro
una inhibicion del 37 % de este radical, lo que indica una capacidad para reducir la actividad
antioxidante. Por otro lado, en el ensayo con DPPH, se observé una inhibicion del 49 % con
la misma concentracion del extracto de ajo (225 ppm), lo que sugiere una mayor capacidad
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antioxidante en comparacion con el ensayo de ABTS. Las diferencias obtenidas entre ambos
radicales es que el DPPH es mas sensible y responde a una amplia variedad de antioxidantes,
mientras que ABTS su reaccion es mas compleja y depende del tiempo y las condiciones de
acuerdo a lo mencionado por Muro et al., (2011). Estos porcentajes de inhibicion reflejan la
eficacia del extracto de ajo en la neutralizacion de los radicales libres. Freire y Rodriguez
(2022), obtuvieron porcentajes de inhibicion por el metodo ABTS de extracto acuoso,
metanolico y de ajo hervido de 25.90, 14.10 y 54.70 % respectivamente a una concentracion
de 40 mg/mL. La actividad antioxidante del ajo de acuerdo a Arzate (2021), se debe a que
contiene selenio y aminoacidos como cisteina, glutamina, isoleucina y metionina, de igual
manera contiene compuestos organosulfurados (aliina, ajoeno, tiosulfinatos, alil mercaptano,
alicina entre otros), los cuales se encargan de inhibir la formacion de radicales libres, siendo
la alicina el principal componente antioxidante ya que reacciona con las enzimas que poseen
grupos tiol libres, inhibiendo la produccién de superdéxidos, debido a que se encarga de
atrapar los radicales libres. La eficacia de los extractos de ajo sobre algunas enfermedades
cronicas como la diabetes, hipertension, cancer, por mencionar algunas, puede variar y esta
influenciada por varios factores como su composicion quimica, la dosis, la forma de
administracion, la preparacion, el procesamiento y la manera de extraer sus compuestos
(Alcaraz et al., 2023).

6.7.2 Capacidad antioxidante de las IONPs-EA por los métodos ABTS Y
DPPH

Las nanoparticulas funcionalizadas con extracto de ajo (Allium sativum L.)
presentaron una actividad antioxidante del 39.95 % a una concentracion de 50 ppm por el
método ABTS, mientras que otros autores como Khan et al. (2023), obtuvieron un
porcentajes del 38.12 a una concentracion de 68 pg/mL utilizando un extracto de Tavernier
glabra con nanoparticulas de Fe2Os. Merelingn et al., (2021) utilizaron Curcuma longa en
formulaciones con nanoparticulas de oxido metalicas (hierro, zinc y titiano) donde las
nanoparticulas de oxido de hierro presentaron un porcentaje de inhibicion del 65 % a una
concentracion de 100 pg/mL. Para el método DPPH se obtuvo como resultado en las IONPs-

EA un porcentaje de 15.7 % a una concentracién de 50 ppm. Khalil et al. (2017), presentaron
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una actividad antioxidante de sus nanoparticulas del 54.08 % a una concentracion de 200
pg/mL, de igual manera Khan et al., (2023) obtuvieron porcentajes del 32 % a
concentraciones de 68 pg/mL utilizando un extracto de Tavernier glabra. Estas diferencias
entre los autores y los resultados obtenidos sobre el efecto de la actividad antioxidante para
las nanoparticulas van a depender desde el tipo de sintesis, extracto que se utilice, compuestos
orgénicos, tamafio, forma, area superficial, concentracion a utilizar, entre muchos otros
factores que van a determinar el porcentaje de inhibicion de los radicales libres (Sampath et
al., 2022 y Mei Ge et al., 2022).

6.7.3 Capacidad antioxidante de los quesos adicionados con IONPs-EA por
los métodos ABTS Y DPPH
Los resultados obtenidos sobre el porcentaje de inhibicion de la actividad antioxidante

por los métodos ABTS y DPPH en las muestras de queso control y adicionados con 1.1, 2.2

y 4.4 ppm de IONPs-EA se registraron en la Tabla 12.

Tabla 12. Resultados de la capacidad antioxidante del queso control y los quesos adicionados
con IONPs-EA

Método (% de inhibicion)

Tratamiento

ABTS DPPH
Control 12.52 + 0.0198 43.01 +0.01°¢
1.1 ppm 15.71 + 0.00278 43.25 +0.02¢
2.2 ppm 16.10 + 0.003"8 52.30 + 0.01B
4.4 ppm 16.86 + 0.001* 60.29 + 0.03"

* Medias con diferente letra mayuscula en la misma columna son estadisticamente diferentes
(P <0.05).

Los resultados obtenidos para el método ABTS no mostraron diferencias
estadisticamente significativas (P < 0.05) entre los tratamientos adicionados con IONPs-EA
(1.1, 2.2 y 4.4 ppm) y a su vez el control con los tratamientos con 1.1 y 2.2 ppm no hubo
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diferencias, pero entre el queso control y el queso adicionado con 4.4 ppm IONPs-EA si hubo
diferencias significativas (P < 0.05). A medida que al aumentar la concentracion de NPs, se
observa un incremento promedio de 16.86 % a comparacion del queso control sin

nanoparticulas que tuvo un porcentaje de inhibicién promedio de 12.52 %.

Con respecto al método de DPPH se observaron diferencias estadisticas (P < 0.05),
es decir, que al aumentar la concentracion de IONPs-EA (1.1, 2.2 y 4.4 ppm) el porcentaje
de inhibicion promedio aumentd de 43.25 a 60.29 % con respecto al queso control que
registrdé un porcentaje promedio de 43.01 %. Las diferencias en los valores de porcentaje de
inhibicion entre ABTS y DPPH son comunes debido a las variaciones en la sensibilidad y el
mecanismo de accidn de estos métodos (Avello y Suwalsky, 2016 y Carbajal et al., 2020).

Un estudio realizado por Bueno (2021), observé que la interaccion entre las proteinas
y otros componentes del queso, como los lipidos, pueden influir en la actividad antioxidante
del queso, obteniendo valores de ABTS y DPPH de 27.31y 43.77 % respectivamente, valores
similares al queso control sin nanoparticulas de esta investigacion, tambien Torres et
al.(2023), en un queso afiejo con el tiempo de almacenamiento de tres meses obtuvo un
porcentaje de inhibicion del 13.15 % aumentando a 19.92 % por el método DPPH, por otro
lado, Villafaiia et al. (2020), elaboré dos quesos panela uno con leche de vaca y el otro con
leche de cabra, teniendo un porcentaje de inhibicion de 24.016 y 79.710 % respectivamente.
Segun Carbajal et al. (2020), determinaron en seis muestras de quesos frescos (asadero)
porcentajes de inhibicion de 45.57 hasta 85.14 % por le método DPPH. Por lo tanto, la
actividad antioxidante entre los quesos va a depender del contenido en su composicion (en
su mayoria péptidos derivados de las caseinas), en el proceso de elaboracion, tiempo de
almacenamiento o de maduracion y sobre todo el tipo de queso (Carbajal et al., 2020 y Torres
etal., 2023).

Por lo tanto, estos resultados publicados por los distintos autores y los resultados
obtenidos son importantes para observar como las IONPs-EA pueden contribuir a la
reduccion de radicales libres y, por lo tanto, a la proteccion contra el estrés oxidativo. Como
se observa que al aumentar la cantidad de nanoparticulas la actividad antioxidante va
aumentando, eso quiere decir que son una buena opcidn para reducir los radicales libres y de

esta manera proteger a las células del estrés oxidativo (Avello y Suwalsky, 2016).
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6.7 Analisis sensorial

Un alimento durante su almacenamiento cambia sus propiedades, los cuales
determinan su calidad. Para determinar la aceptacion sensorial de los quesos adicionados con
IONPs-EA y del queso control, se realiz6 por medio de una prueba hedoénica de 5 puntos,

con 126 panelistas no entrenados.

Los resultados obtenidos se registraron en la Tabla 13, donde, se puede observar que
no existieron diferencias significativas (P < 0.05), entre el queso control y los quesos
adicionados con nanoparticulas, eso quiere decir que, los panelistas no lograron percibir
alguna diferencia (sabor, olor o color), Y de igual manera se obtuvo el mismo
comportamiento entre los dias, no observandose diferencias estadisticamente significativas
(P < 0.05) entre el dia uno y el dia quince. La Unica caracteristica identificada fue, que le
hacia falta sal y eso se debe a que los quesos elaborados no se les adicioné este aditivo, el

motivo fue que no se queria que la sal tuviera alguna influencia sobre las nanoparticulas.

Tabla 13. Resultados obtenidos del analisis sensorial del queso control y los quesos
adicionados con IONPs-EA

Resultados
Tratamientos
Dia 1 Dia 15
Control 3.4127 + 0.943A2 3.4603 + 0.943A2
1.1 ppm 3.3651 + 0.957A2 3.4127 + 0.957A2
2.2 ppm 3.2937 + 0.991A2 3.3571 + 0.991A2
4.4 ppm 3.4683 + 0.945A2 3.3254 + 0.945”2

*Medias con diferente letra mayuscula en la misma columna son estadisticamente diferentes
(P < 0.05) y medias con diferente letra minascula en la misma fila son estadisticamente
diferentes (P <0.05).
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Los resultados obtenidos en esta investigacion difieren con los de Santillan y Vélez
(2019), porque sus quesos fueron adicionados con nanoparticulas y microparticulas de Ca,
Zn y Fe, donde los quesos enriquecidos con Fe tuvieron diferencias significativas entre
tratamientos (P < 0.05), ya que, estos tomaron un color rosado y no fueron atractivos para los
jueces, obteniendo los puntajes mas bajos en la escala heddnica, esto se debe a la forma en

que se adicionaron sus nanoparticulas.

Nazzaro et al. (2012), ha reportado que, para que un alimento no se vea alterado en
sus propiedades sensoriales, como el color y sabor, y es adicionado con algun metal,
recomienda que las particulas entre mas pequefias sean, la identificacion de sabores y olores
puede ser imperceptible. Mendoza (2018), agreg6 hierro microencapsulado a unas gomitas,

donde observo que el tamafio determinaba el resabio del hierro en el alimento.
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CONCLUSIONES

Esta investigacion tuvo el proposito de evaluar el efecto que tendria un queso panela
al adicionar nanoparticulas de 6xido de hierro funcionalizadas con extracto de ajo (Allium
sativum L.) sobre los cambios que podria tener. Se le realizaron diferentes analisis
concluyendo que unos si provocan cambios y otros se mantienen estables. La leche obtenida
de PROUNILAC cuenta con las caracteristicas esenciales para la elaboracion de un queso,
encontrdndose parametros permitidos por las normas, en cuestion de grasa, proteina, acidez
y pH, factores que determinan el producto final. Los quesos adicionados con IONPs-EA no
mostraron diferencias significativas en el analisis quimico proximal, es decir que proteina,
grasa, humedad no se vieron afectadas por las nanoparticulas, pero si se mostrd un aumento
en los resultados de ceniza, esto se debe a que las nanoparticulas al ser un mineral se ven
reflejados en este porcentaje, pero sin afectar otros pardmetros como el pH, ya que este se
mantuvo estable con el incremento en las concentraciones (1.1, 2.2 y 4.4 ppm), mientras que
la acidez aumentd con el paso de los dias de almacenamiento, debido a la produccion de
acido lactico de las bacterias propias del queso. Por lo tanto, la actividad de agua no mostro
cambios significativos con la adicion de NPs y tampoco en los 15 dias de almacenamiento.
Con respecto a las propiedades texturales, se observd mayor dureza a mayor cantidad de
IONPs-EA, pero disminuyendo su adhesividad y la elasticidad, pero sin verse afectada la
cohesividad. En el analisis de color se observd el mismo comportamiento entre los
tratamientos al adicionar las IONPs-EA y con el paso de los 15 dias, donde se registré una
disminucion en el parametro de L, provocando una disminucion en el brillo o luminosidad
del queso mientras que los valores de a aumentaron acercandose a una tendencia de color
rojo esto debido a la adicion de las NPs y b de igual manera aumentd este parametro, por lo
tanto, con estos valores obtenidos de L, a y b la diferencia de color (AE) mostré cambios
significativos entre los tratamientos, al aumentar la concentracion de nanoparticulas, donde
se determiné que la adicién de las NPs si tienen un efecto en el color, teniendo valores por
arriba de cinco, los cuales ya pueden ser perceptibles por el ojo humano. Con respecto a la
actividad antimicrobiana, se observd que el extracto de ajo si tiene actividad inhibitoria para
Salmonella typhi con una concentracion de 3.12 pg/mL necesitandose la misma

concentracion para la actividad bactericida, mientras que para Staphylococcus aureus y
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Escherichia coli se necesitd una concentracion de 25 pug/mL para ambas bacterias y para la
actividad bactericida se necesita el doble de extracto (50 pug/mL) para matar las bacterias. La
capacidad antioxidante en los quesos para el método ABTS mostraron una mayor inhibicion
a una concentracion de 4.4 ppm, mientras que el radical DPPH al aumentar la concentracion
fue aumentando la actividad antioxidante. Por otro lado, la parte sensorial los quesos
presentaron buenos resultados por los panelistas ya que no se observaron diferencias
significativas con la adicion de las nanoparticulas y tampoco con el paso de los dias. En
general es necesario realizar mas andlisis para poder entender el mecanismo de interaccion
entre las nanoparticulas y los constituyentes de la leche que dan como resultado una

modificacion en el queso panela.
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RECOMENDACIONES

Realizar mas estudios para determinar la actividad antimicrobiana de las
nanoparticulas de 6xido de hierro funcionalizadas con extracto de ajo.

Realizar una microscopia electronica de barrido para examinar la estructura del queso
y buscar la presencia de nanoparticulas de 6xido de hierro.

Realizar de igual manera una microscopia electrénica de barrido al suero para
determinar la presencia de IONPs-EA.

Realizar un estudio para cuantificar la cantidad de nanoparticulas entrampadas en el

queso panela y la cantidad que se ha ido en el suero.
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ANEXOS

Formato para la evaluacion sensorial del queso control y los quesos adicionados con IONPs-
EA.

) . UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO

Lm H Instituto de Ciencias Agropecuarias ‘§S’CAP

EVALUACION SENSORIAL DE QUESO FRESCO

Nombre: semestre y grupo:
Edad: Sexo: F M Fecha:
Instrucciones: Frente a usted se encuentran cuatro muestras codificadas, pruébelas de
izquierda a derecha. Y con un poco de agua enjuague su boca entre cada muestra
Posteriormente indique con una X el nivel de agrado o desagrado de cada una.

Caodigo de las muestras

2726 1593 1926 3270
] Me disgusta L] Me disgusta L] Me disgusta ] Me disgusta
mucho mucho mucho mucho

] Me disgusta poco ] Me disgusta poco ] Me disgusta poco ] Me disgusta poco

[ ] Nime gusta ni me [ ] Nime gusta ni me [ ] Nime gusta ni me [ ] Nime gusta ni me
disgusta disgusta disgusta disgusta

L] Me gusta poco ] Me gusta poco ] Me gusta poco ] Me gusta poco
L] Me gusta mucho L] Me gusta mucho L] Me gusta mucho L] Me gusta mucho

¢De las cuatro muestras que probo escriba el codigo de la que mas le gusto?

¢Por qué?

¢Se compromete a volver a realizar esta prueba? si [] NO []

iGRACIAS!
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