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RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objeto principal evaluar el efecto de la adicién de aceite
esencial de Origanum vulgare y Rosmarinus officinalis sobre la conservacion y capacidad
oxidante de un chorizo santandereano, con el fin de considerar su uso como conservante
y antioxidante naturales en alimentos. La extraccion del aceite esencial (AE) de las dos
especies se realiz6 mediante hidrodestilacion asistida por microondas. Los aceites
obtenidos fueron analizados en un cromatégrafo GC-MS marca Agilent Technologies,
empleando una columna DB-5HT y un programa de temperatura que inicia a 40°C hasta
una temperatura final de 290°C en los laboratorios de la Sede de Investigacion
Universitaria (SIU) de la Universidad de Antioquia. La concentracion minima inhibitoria
(CIM) de los aceites se determiné utilizando una cepa de Salmonella typhimurium ATCC
140785 liofilizada, la cual fue sembrada a través de la técnica de difusiébn agar (Agar
Muller), se insertaron sensidiscos (filtros estériles), con concentraciones de 0,025% hasta
50% de AE de Romero y Orégano. La actividad antioxidante de los aceites esenciales
se evalué mediante la medicion de la capacidad captadora del radical 1,1-difenil-2-picril
hidracilo (DPPH) y ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity). Se formularon y
elaboraron chorizos santandereanos implementando un disefio experimental por bloques
completos al azar con tres niveles de concentraciones de AE de Romero R1, R2 Y R3
(0,025; 0,050 y 0,075%) y tres niveles de AE de Orégano O1, O2 y O3 (0,0150; 0,200 y
0,390%), un nivel control T1 (0% de nitrito y 0% AE), y un ultimo lote T2 formulado con
aplicacion de NaNOz2 (200 ppm). En los chorizos se determind el efecto de la adicion de
aceite esencial de las dos especies, sobre la inhibicién de la actividad microbiana en
Salmonella typhimurium y Clostridium, se aplicaron pruebas de estabilidad oxidativa
determinando el valor perdxido (VP) y el contenido de sustancias reactivas con el acido
2-tiobarbitarico (TBARS), pruebas de pH y por ultimo se realizaron pruebas sensoriales
(heddnica de satisfaccion, perfil del sabor y textura). Los resultados mostraron
metabolitos secundarios pertenecientes a la familia de los terpenos (Eucaliptol, a-pineno,
alcanfor, cariofileno y B-pineno para el AE de Romero y carvacrol, p-cimeno, y-terpineno
y timol para el AE Orégano). En cuanto a la actividad antioxidante medida por los
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métodos ORAC (hidrofilico y lipofilico) y DPPH, se encontr6 que ambos aceites tienen
capacidad antioxidante, siendo el AE de Romero mayor que el AE de Orégano, asi mismo
se encontro que ambos aceites presentan capacidad antimicrobiana en concentraciones
mayores de 0,025% para el AE de Romero y 0,200% para el AE de Orégano. Se observo
que la inoculacién de Salmonella typhimurium en los chorizos formulados con AE de
Orégano y Romero en las diferentes concentraciones no presentaba crecimiento, en la
escala de MacFarland escala 0,5 (Ausente/25 @), pero si en las muestras testigo
evaluadas (Presencia/25 g). De acuerdo al andlisis de VP y TBARS se observé que los
chorizos cuya formulaciébn no contenia nitritos ni AE (T1) evidenciaron formacion de
perdxidos durante el periodo comprendido entre cero y veinte dias; luego de este periodo
se degradaron presentando una tendencia decreciente (después de veinte dias) y la
percepcion de olores rancios. Por otro lado, la sal nitral adicionada en la segunda
formulacion sin AE (T2), hizo que la tendencia de VP fuera ascendente durante 42 dias
(no se presentd rancidez) hasta valor cercano a 3 miliequivalentes de Oz por kg de
grasas. Los AE de Romero y de Orégano formaron peroxidos durante los 42 dias de la
prueba encontrandose valores por encima de la formulacion T1. Se encontraron
diferencias significativas asociadas al potencial de hidrogeno, en donde todos los casos
presentaron disminucion de pH entre los dias (1, 8, 15 y 20) de almacenamiento. Con
respecto a la prueba heddnica se encontré que el mejor tratamiento en cuanto los
atributos apariencia y olor fue quien contenia una concentracion de 0,025% de AE de
Romero (R1), con una media de 7,57 + 1,06 y 7,83 = 1,11 puntos respectivamente; en
cuanto al sabor identificado como el atributo de mayor relevancia, el tratamiento T1 fue
el mejor de 8,00 + 1,54 puntos seguido del tratamiento T2 y la formulacion con una
concentracion de 0,075% de AE de Romero (R3) como los mejores tratamientos. Los
aceites esenciales de Romero y Orégano; pueden ser utilizados como agentes
conservantes y antioxidantes, sin embargo, la concentracién aplicada puede alterar
significativamente las propiedades quimicas (VP y TBARS) y sensoriales del producto

final.

Palabras claves: Antimicrobiano, Antioxidantes, Valor Peréxido, Origanum vulgare,

Rosmarinus officinalis, Salmonella
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ABSTRACT

The main objective of this research was to evaluate the effect of the addition of essential
oil of Origanum vulgare and Rosmarinus officinalis on the conservation and oxidizing
capacity of a Santanderean sausages, in order to consider its use as a natural
preservative and antioxidant in foods. The extraction of the essential oil (EA) of the two
species was carried out by microwave-assisted hydro-distillation. The oils obtained were
analyzed in an Agilent Technologies GC-MS chromatograph, using a DB-5HT column
and a temperature program that starts at 40°C up to a final temperature of 290°C in the
laboratories of the University Research Headquarters (SIU) of the University of Antioquia.
The minimum inhibitory concentration (MIC) of the oils was determined using a lyophilized
strain of Salmonella typhimurium ATCC 140785, which was seeded through the agar
diffusion technique (Miller Agar), sensidiscs (sterile filters) were inserted, with
concentrations of 0.025% up to 50% of Rosemary and Oregano EO. The antioxidant
activity of the essential oils was evaluated by measuring the 1.1-diphenyl-2-picryl
hydracile radical catchment capacity (DPPH) and ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity). Santanderean sausages were formulated and produced by implementing a
randomized full block experimental design with three levels of Rosemary EO
concentrations R1, R2 and R3 (0.025; 0.050 and 0.075%) and three levels of Oregano
EO 01, 02 and O3 (0.0150; 0.200 and 0.390%), a T1 control level (0% nitrite and 0%
EO), and a final T2 batch formulated with application of NaNO2 (200 ppm). The effect of
the addition of essential oil of the two species on the inhibition of microbial activity in
Salmonella typhimurium and Clostridium was determined in the sausages, oxidative
stability tests were applied by determining the peroxide value (PV) and the content of
substances reactive with 2-thiobarbituric acid (TBARS), pH tests and finally sensory tests
were performed (satisfaction hedonic, flavor profile and texture). The results showed
secondary metabolites belonging to the terpene family (Eucalyptol, a-pinene, camphor,
caryophyllene and B-pinene for Rosemary EC and carvacrol, p-cymene, y-terpinene and
thymol for Oregano EC). Regarding the antioxidant activity measured by ORAC
(hydrophilic and lipophilic) and DPPH methods, it was found that both oils have
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antioxidant capacity, being the Rosemary EC greater than the Oregano EC, likewise it
was found that both oils present antimicrobial capacity in concentrations greater than
0.025% for the Rosemary EC and 0.200% for the Oregano EC. It was observed that the
inoculation of Salmonella typhimurium in the sausages formulated with EO of Oregano
and Rosemary in the different concentrations did not present growth, in the MacFarland
scale 0.5 (Absent/25 g), but in the evaluated control samples (Presence/25 g). According
to the analysis of VP and TBARS it was observed that the sausages whose formulation
did not contain nitrites or AE (T1) showed formation of peroxides during the period
between zero and twenty days; after this period they degraded presenting a decreasing
tendency (after twenty days) and the perception of rancid odors. On the other hand, the
nitrate salt added in the second formulation without EO (T2), made the tendency of VP to
be upward during 42 days (no rancidity was presented) up to a value close to 3
milliequivalents of O2 per kg of fat. Rosemary and Oregano ECs formed peroxides during
the 42 days of the test, finding values above the T1 formulation. Significant differences
were found associated to the hydrogen potential, where all cases presented pH decrease
between days (1, 8, 15 and 20) of storage. With respect to the hedonic test it was found
that the best treatment in terms of appearance and odour attributes was the one that
contained a concentration of 0.025% of Rosemary EC (R1), with a mean of 7.57 + 1.06
and 7.83 = 1.11 points respectively; as regards taste identified as the most relevant
attribute, the T1 treatment was the best of 8.00 + 1.54 points followed by the T2 treatment
and the formulation with a concentration of 0.075% of Rosemary EC (R3) as the best
treatments. Rosemary and Oregano essential oils; can be used as preservatives and
antioxidants, however, the concentration applied can significantly alter the chemical (VP
and TBARS) and sensory properties of the final product.

Keywords: Antimicrobial, Antioxidants, Peroxide Value, Origanum vulgare, Rosmarinus
officinalis, Salmonella spp.
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INTRODUCCION

En la actualidad la humanidad se ha visto afectada por ciertas enfermedades que en la
antigledad se desconocian o simplemente no existian, esto se ha dado en muchos casos
por la implementacién de nuevas tecnologias en conservacion de alimentos, ya que con
el pasar del tiempo una de las necesidades mas apremiantes es la de prolongar la vida
util de los alimentos acudiendo a alternativas que le permitan cumplir este objetivo. Sin
embargo, muy poco se ha tenido en cuenta los dafios colaterales como son las
enfermedades de tipo cancerigenas por el uso de conservantes artificiales y que hoy en
dia se evidencian cada vez mas; por lo que es relevante emplear productos de origen
natural que eviten la degradacion de los alimentos por efecto microbiano y aporte otras

propiedades como el efecto antioxidante.

El nitrito se consume en la dieta, a través de verduras y agua potable, también se afiade
a los productos carnicos como conservante, en el cual ejerce varias funciones: contribuye
al sabor inhibiendo sabores rancios, proporciona el color rosa caracteristico de las carnes
curadas y el mas importante inhibe el crecimiento de bacterias patbgenas causantes de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), aunque en altas concentraciones es
toxico para los humanos y estudios lo asocian a padecimientos de cancer gastrico. De
acuerdo a un estudio realizado por la Pontificia Universidad Javeriana se identificé a
Salmonella spp., como la bacteria entérica de mayor incidencia de enfermedades
transmitidas por alimentos en Colombia durante el periodo de 1992 a 2003, con un 28%

de brotes documentados (Perdomo et al., 2004).

La demanda de alimentos minimamente procesados ha ido en aumento en los Ultimos
afos, esto lleva que ademas de los nuevos métodos de conservacion existentes, se
realice la busqueda constante de conservantes naturales que prolongue la vida util de
los alimentos. Los consumidores exigen cada vez mas antimicrobianos naturales como
alternativa de conservantes en los alimentos, ya que la seguridad de los aditivos y

conservantes quimicos ha sido cuestionada en los ultimos afios (de Oliveira et &l., 2011).
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Los aceites esenciales y sus componentes son ampliamente utilizados en la medicina
como constituyentes de diferentes productos médicos; en la industria alimentaria como
aditivos aromatizantes y también en la cosmética como fragancias. En este contexto, los
aceites esenciales de plantas estan ganando interés por su potencial como ingredientes
conservantes o tratamientos descontaminantes, ya que tienen una amplia adaptacion de

los consumidores.

Siendo la conservaciéon de alimentos uno de los campos en los que se aplica el uso de
aceites esenciales, a través del presente estudio, se obtuvo aceite esencial de las
especies Origanum vulgare y Rosmarinus officinalis, evaluando la capacidad
antioxidante y antimicrobiana sobre Salmonella typhimurium y su aplicacién en chorizo

santandereano.

Para alcanzar el objetivo general de esta investigacion se realizo una evaluacion quimica
y antioxidante de los AE de Orégano y Romero, asi como su comportamiento
antibacteriano frente a Salmonella typhimurium, se formularon chorizos santandereanos
con adicion de aceite esencial de las muestras de estudio, los cuales se sometieron a
analisis de Presencia/Ausencia de Salmonella spp. y Clostridium sulfito reductor; asi
mismo se determind la estabilidad oxidativa del producto y su relacion con la vida util y

caracteristicas sensoriales percibidas en el producto final.

Dentro de las contribuciones cientificas de esta investigacibn se destaca que: se
demostré la capacidad antimicrobiana de los AE de Origanum vulgare y Rosmarinus
officinalis por aplicacién directa e inclusion en alimentos preparados, frente a Salmonella
typhimurium. Se estableci6 la curva de estabilidad oxidativa de un embutido céarnico libre

de nitritos durante el almacenamiento.

Todo lo anterior llevo a plantear la problematica desde la definicidbn de la siguiente
pregunta: ¢ Cual seria el efecto antioxidante y antimicrobiano del aceite esencial de las
especies Origanum vulgare y Rosmarinus officinalis en chorizo santandereano y la
presencia de Salmonella typhimurium?
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Como producto tecnolégico se desarrolld un chorizo de tradicion nacional libre de

conservantes quimicos. Finalmente, los productos de investigacion alcanzados fueron

los siguientes:

Articulos presentados:

Orozco, J.A., Arias, M.T., Alean, J., Boom, E. Actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales de Origanum vulgare y Rosmarinus officinalis, sobre

Salmonella thypimurium. Presentado a revista DYNA.

Boom, Efrain A., Orozco, José A., Alean, Jader D., & Rojano, Benjamin. (2018).
Evaluation of Antioxidant Activity of Eucalyptus Essential Oils Grown in Colombia.
Informacién  tecnoldgica, 29(6), 57-66. https://dx.doi.org/10.4067/S0718-
07642018000600057

Articulos en preparacion:

Orozco, J.A., Alean, J., Arias, M.T. Composicion y capacidad antioxidante in vitro
de aceite esencial foliar de Rosmarinus offinacilis y Origanum vulgare.
Orozco, J.A., Alean, J., Arias, M.T. Estabilidad oxidativa y microbiol6gica de un

embutido carnico con aceite esencial de Rosmarinus officinalis.

Participacion en eventos cientificos:

Orozco, J.A., Arias, M.T., Alean, J., Boom, E. Actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales de Origanum vulgare y Rosmarinus officinalis, sobre
Salmonella thypimurium. “IV Congreso Internacional de Investigacion e
Innovacion en Ingenieria, Ciencia y Tecnologia de Alimentos (IICTA 2018)",
Colombia, 2018.
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1. ESTADO DEL ARTE

1.1. Enfermedades transmitidas por alimentos.

Las enfermedades transmitidas por alimentos son consideradas una problematica de
salud publica generalizadas y crecientes. Es dificil de estimar la incidencia mundial de
ETAS, en el afio 2005 cerca de 1,8 millones de personas murieron a causa de
enfermedades diarreicas, una gran proporcién de estos casos se asocian contaminacion
de alimentos y fuentes de agua potable. En paises industrializados hasta un 30% de la
poblacion padecen enfermedades transmitidas por alimentos anualmente (Quijada
Bonilla Hernan, De La Hoz et al., 2014). Hasta la semana epidemiologica 51 de 2018 se
han notificado al sistema de vigilancia (Sivigila) 881 brotes de trasmision alimentaria,
mientras que para la misma semana del afio 2017 se notificaron 859 brotes y en el 2016
fueron 668 brotes, en comparacion con el afio 2017 se present6 un incremento del 2,5%.
En los brotes notificados a semana 51 se vieron involucrados 11502 casos, 49,8% mas
gue el aflo 2017. En la semana 35 se presentd un brote en poblacién cerrada con un
ndmero importante de casos superando el histérico. Con relacion al lugar implicado el
52,1% de los brotes ocurrieron en el hogar, el 18,1% en restaurantes, 15,5% en
instituciones educativas, 8,4% en club social, 2,3% en establecimientos militares, 1,7%
en establecimientos penitenciarios; el 51% de los casos corresponden al sexo masculino;
el grupo de edad con mayor afectaciéon el de 20- 49 afios (48,2%), seguido del grupo de
10-19 afios (22,9%). En el 62% (547) del total de brotes notificados se recolecté muestra
de alimentos, bioldgica o de superficies (vivas o inertes), logrando la identificacion de
uno o mas agentes etioldgicos en el 42,1% de estos (232). En el 21% de los brotes (182)
se identific6 como agente etioldgico una bacteria, asi mismo se identificaron para el afio
2018 aproximadamente 29 brotes de Salmonella spp., y 2 brotes de Salmonella
typhimurium (Ver Figura 1.) (GOBIERNO DE COLOMBIA; Ministerio de Salud y
Proteccion. et al., 2018).
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Figura 1. Brotes de ETA notificados, por agente etioldgico (Bacterias), Colombia, periodo

epidemiolégico semana 52 del 2018
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Fuente: Ministerio de salud y proteccion Social, 2018

1.2. Descripcién de Salmonella spp.

Salmonella spp., es un bacilo Gram negativo, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae de caracteristicas anaerobias facultativas, asporégenas, con forma
de bacilo y un tamafio aproximado de 1-2 micrémetros. Existen mas de 2500 serotipos
de Salmonella, que pueden ser inméviles o moviles provistas de flagelos peritricos.
Producen acidos y en ocasiones gas a partir de la glucosa de tipo catalasa-positivas y
oxidasa-negativas, que reducen los nitratos o nitritos (Rodriguez, J. A. S., Jiménez, S.
S., Navarro, R. M., y Villarejo, 2011).

Generalmente se subdivide en cinco subgéneros distintos basados en su hibridacion
DNA/DNA, caracteristicas bioquimicas y formas de aislamiento. El subgénero | se
conforma por las salmonelas comunes patdgenas aisladas del contenido intestinal de los
animales de sangre caliente. Al subgénero Il y Il pertenecen aquellas que han sido

aisladas de animales de sangre fria, tales como S. salamae y S. arizonae. En el
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subgénero IV y V se encuentran todos los serotipos que se encuentran en el medio
ambiente y que raramente se han identificado como patégenas para el ser humano
(Rodriguez, J. A. S., Jiménez, S. S., Navarro, R. M., y Villarejo, 2011).

1.2.1. Enfermedades alimentarias asociadas a Salmonella spp.

La salmonelosis es una importante enfermedad transmitida por alimentos (ETA) por lo
general asociada con el consumo alimentos de origen animal. Esta se ha encontrado
asociada a alimentos como carnes, productos carnicos, huevos, productos del huevo y
su derivados donde se ha encontrado Salmonella.(Rabsch et al., 2001). La fiebre tifoidea
se adquiere por la ingestién de alimentos contaminados con Salmonella thypi, con dosis
mayores a 1 x 10%®° UFC en alimentos presenta altas probabilidades de contraer la
enfermedad, la cual tiene un periodo de incubacion que varia de siete a catorce dias,
dependiendo de la dosis del indculo. La causa principal de contaminacion se asocia al
manejo por parte de los manipuladores en el momento de la preparacién (Cabello, 2007).

Por sus manifestaciones clinicas, también se conoce como fiebre entérica, causada
generalmente por S. thypi, aunque también se ha causado por algunas especies de
Salmonella spp., no tifoidicas, entre las que se destaca S. parathypi A o B, S.
choleraesuis y raramente por S. typhimurium o S. Heidelberg (Cabello, 2007). La enteritis
salmonelésica causada por S. enteritidis, S. choleraesuis y S. typhimurium, se
caracteriza por un periodo de incubacion de 6 a 72 horas, con sintomas caracteristicos
como dolor de cabeza, dolor abdominal, vomitos, fiebre, y diarreas a causa de la
inflamacion del intestino delgado, esta infeccion se presenta de forma recurrente en
lactantes, ancianos y personas con patologias previas. Las salmonelosis generalizadas
presentan forma septicémica en donde la bacteria pasa a la sangre, llegando a diferentes
organos, produciendo enfermedades sistémicas (Camean, A. M., Mellado, E., y Repetto,
2012).

Para controlar la presencia de Salmonella en alimentos, se debe principalmente prevenir
su contaminacion con materias fecales o someterlos a tratamientos térmicos para
destruir la presencia de estas cepas. Todos los alimentos crudos de origen animal y

19



algunos vegetales, presentan grandes probabilidades de estar contaminados con el
género Salmonella, cerca del 20% al 30% del ganado bovino, aves de corral, y ganado
porcinos sanos, son portadores de Salmonella en su tracto intestinal y ganglios
mesentéricos; por lo anterior se asocia a los carnicos y productos derivados un alto riesgo
de exposicion a salmonelosis. En la aparicion de brotes de esta enfermedad influyen
directamente una coccion insuficiente, adicion de ingredientes crudos a un alimento

terminado y la contaminacion cruzada (Pascual, 2005).

1.3. Nitritos y nitratos en los alimentos.

Desde tiempos antiguos los nitratos, se han empleado junto a la sal y especias en el
curado de derivados carnicos. Inicialmente su funcién era salar el producto, sin embargo,
la sal que se usaba contenia nitratos que eran catalogados como impurezas, el nitrato
contribuia al mantenimiento del color de la carne, dada la reaccion de la mioglobina de
la sangre y el ion nitrito; desde ese momento se planted el uso de nitratos y nitritos para
la conservacion y curado de la carne (Gil Hernandez y Ruiz Lopez, 2010). La putrefaccion
bacteriana en carnicos se puede proteger mediante la adicion de soluciones
concentradas de sal comun, sin embargo, el uso exclusivo de cloruro sédico puede
provocar una coloracion pardo — verdoso, que se atribuye a la conversion de
hemoglobina en metahemoglobina. Para mantener el color rojo se recomienda adicionar
una pequefa cantidad de nitrito o nitrato, los cuales actian sobre la carne formando
nitrosohemoglobina o nitrosohecromdgeno, de color rojo oscuro. Los nitritos también
actlan sobre los alimentos retrasando el proceso de oxidacion de los lipidos,
disminuyendo el olor rancio, produce una mejor firmeza en la estructura, y provee de un

efecto antibacteriano a los alimentos (Antén, A., y Lisazo, 2003).

El uso inadecuado de nitritos y nitratos generan dos riesgos de gran importancia. El
efecto principal es el aumento de metahemoglobinemia, el cual se da a causa de una
toxicidad con nitrato, puesto que una vez reabsorbido ejerce en el organismo la misma
accién que con las carnes conservadas, es decir, transforma la hemoglobina en
metahemoglobina, causando cianosis; las intoxicaciones de este tipo se dan

principalmente por una cantidad excesiva de nitrito sddico en carnes en conserva, lo cual
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se puede asociar a una deficiente homogenizacion entre ingredientes y aditivos. El nitrito
en cantidades de 0,5 a 1 gr produce intoxicaciones ligeras, de 1 a 2 gr las intoxicaciones
son graves, a partir de los 4 gr la intoxicacidén con nitritos puede ser mortal; por esta razén
la sal empleada no debe exceder el 0,5 — 0,6% de nitrito sodico, y la cantidad empleada

no debe sobrepasar los 15 mg por cada 100 gr de carne (Anton, A., y Lisazo, 2003)

La formacién de nitrosaminas en adultos es otro de los riesgos de estos aditivos, ya que
gran parte de compuestos N-nitroso de interés en toxicologia alimentaria se consideran
posibles carcindgenos. Experimentos realizados en animales han demostrado la
potencia carcinégena en todas las especies estudiadas, con una amplia
organotropicidad, segun donde se biotransforme para producir radicales libres
alquilantes. Diferentes estudios epidemiolégicos concluyen que el cancer nasofaringeo,
esofagico y gastrico esta asociado al consumo de nitritos. Por lo anterior, la exposicion
a compuestos de tipo N-nitroso y sus precursores debe ser lo mas reducido posible, de
acuerdo a las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Antén,
A., y Lisazo, 2003).

Los radicales libres de oxigeno causan dafio oxidativo en la células lo cual se asocia a
la rancidez y el deterioro oxidativo de los alimentos y directamente en los seres humanos
en la aparicion de diversas patologias entre las que se encuentran distintos tipos de
cancer, diabetes, enfermedades cardiacas y vasculares, entre otras Un radical libre es
una molécula que contiene uno o mas electrones sin aparearse, los cuales provocan
acciones en cadena que son contrarrestadas por otras moléculas que se oponen a esta
degradacion oxidativa, llamados antioxidantes (Céspedes Cabrera y Serrano, 2000).
Cuando la cantidad de radicales libres presentes en el organismo, sobrepasan la
capacidad de la célula para repararse por si misma, se produce el estrés oxidativo, que
se ha demostrado que se asocia a diversas patologias degenerativas o cronicas como el
cancer, arterioesclerosis, artritis reumatoidea, diabetes mellitus, mal de Parkinson,

envejecimiento e infertilidad masculina (Gaviria et al., 2009).
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La oxidacion de las grasas es la forma de deterioro de alimentos de mayor relevancia
luego de las alteraciones producidas por microorganismos, y se convierte en un factor
limitante en la vida atil del producto. La industria alimentaria ha empleado diversas
técnicas para evitar la oxidacién alimentaria como son el envasado hermético al vacio
hasta la adicion de sustancias antioxidantes. Los antioxidantes se encargan de retrasar
la degradacién oxidativa del producto, sin embargo, no la detienen definitivamente, por
el contrario, el uso de antioxidantes en condiciones y cantidades inadecuadas puede
acelerar la oxidacion (lbafiez, F., Torre, P., y Irigoyen, 2003). Los antioxidantes se
clasifican en exégenos que son aquellos que ingresan a el organismo a través de los
alimentos ingeridos, entre los que se destacan la vitamina E y C, los betacarotenos y los
flavonoides; asi mismo estan los enddégenos que se sintetizan por las células en el interior
del organismo entre los que se encuentran enzimas como la catalasa, peroxidasa,

glutatién, entre otras (Peron et &l., 2001).

1.3.1. Efecto de la oxidacion sobre la calidad de la carne.

El oxigeno (O2) y la exposicion a la luz son la principal causa de deterioro oxidativo que
ocasiona dafio celular en las carnes, lo que se conoce como “estrés oxidativo” el cual se
produce como consecuencia de un desequilibrio entre la produccion de especies
reactivas y los mecanismos de defensa antioxidante (Pérez Gastell, P. L., de Alejo, P., y
Luis, 2000). La principal causa de deterioro de la carne o productos carnicos se produce
a causa de los cambios asociados a la oxidacién lipidica, que produce alteracion de color,
produccion de olores y sabores desagradables, y en general una reduccion de la calidad
organoléptica del producto. La oxidacion lipidica da paso a la disminucion del valor
nutritivo de la carne y la produccién de compuestos potencialmente peligrosos para la
salud del consumidor, la ingesta de lipidos oxidados se asocia al desarrollo de patologias

como céncer y cardiopatia coronaria (Lorena Isaza Maya et al., 2013).

Las proteinas también se encuentran expuestas a sufrir dafios oxidativos, los cuales
pueden ocasionar la formacién de agregados que se interpongan en la digestibilidad de
la proteina. Esta oxidacién disminuye el valor nutritivo de la carne disminuyendo la
disponibilidad de aminoacidos esenciales y la digestibilidad de las proteinas (Armenteros
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et &l., 2012). Antioxidantes naturales como los tocoferoles, el acido ascorbico, el extracto
de Romero, el licopeno y algunos flavonoides, actualmente se encuentran disponibles
para ser adicionados a los alimentos en reemplazo de los antioxidantes sintéticos. Los
antioxidantes naturales pueden, ademas, reforzar la actividad de los sistemas
antioxidantes enddgenos aportando una proteccion extra en contra del estrés oxidativo
(Valenzuela et al., 2003).

1.3.2. Aplicaciéon de antioxidantes en carne y productos carnicos

Existen numerosos estudios que revelan la aplicacién de antioxidantes de origen natural
sobre preparados carnicos como el presentado por (Sayari et &l., 2015), el cual mostro
gue el extracto de la corteza de la fruta Citrus paradisi, revela una importante capacidad
antioxidante en la formulacién de una salchicha de pavo, el cual present6 un retraso de
la oxidacion de lipidos a nivel de 2,5 g Kg* en salchicha de pavo, por lo cual se concluyé
qgue la adicion de extractos vegetales puede reducir al minimo la oxidacion lipidica y
mejorar la estabilidad microbiolégica durante la formulacion y almacenamiento de
salchicha de pavo. La actividad antioxidante del extracto alcohdlico de Kitaibelia vitifolia,
se evalub sobre embutidos secos fermentados sin nitrito afiadido. Se determiné que a
una concentracion efectiva de 12,5 g/Kg de masa de carne, los embutidos secos
presentaron una fuerte actividad antioxidante (Kuréubic et al., 2014).

El Romero y clavo de olor fueron empleados para evaluar el efecto antioxidante sobre
carne de pollo cruda durante un almacenamiento de 15 dias a 4°C. Los resultados
revelaron que los valores de TBARS de las muestras tratadas con las especies de estudio
fueron los mas bajos en comparacion con el control tratado con BHT, por lo cual se
concluye que los extractos de Romero y clavo de olor tienen alta eficacia contra la
oxidacion lipidica, lo que indica que tienen un alto potencial como antioxidante natural

para el tratamiento de carne de pollo cruda (Zhang et al., 2016)

1.3.3. Métodos para determinar actividad antioxidante
En la actualidad existen diferentes métodos que permiten identificar la capacidad
antioxidante de los alimentos entre los que se pueden destacar los siguientes.
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1.3.3.1. Ensayo de actividad de eliminacién de radicales libres en DPPH

Este método se considera la técnica representativa de los métodos que emplean
modelos radicales en la evaluacion de los captadores de radicales; en la Ultima década
este método se ha destacado debido a su rapidez y sensibilidad (Oztirk y Savaroglu,
2010). El método DPPH se puede desarrollar tomando 150 mg de DPPH (Sigma) se
disuelven en 7 mL de MeOH, esta solucion se lleva a oscuridad por 24 h. Pasado este
tiempo, se toman alicuotas y se diluyen con MeOH hasta una absorbancia ajustada de
0.300 + 0.05 medidos a A = 517 nm en el espectrofotometro, ajustado con MeOH como
blanco del equipo (Conde Clemente et al., 2012). El método consiste en reaccionar la
sustancia de estudio con el radical 1,1-difenil-2-picril hidracilo (DPPH), el cual se encarga
de hacer visibles los radicales libres estables a una absorbancia maxima de 517 nm, sin
embargo cuando se encuentra con un sustrato donador de protones como un

antioxidante, los radicales son eliminados y la absorbancia se reduce (Charles, 2012).

1.3.3.2. Ensayo de capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC)

El método consiste en medir la capacidad de un compuesto para atrapar el radical
peroxilo que se genera durante la oxidacion lipidica de los alimentos, mediante un
mecanismo de transferencia de un atomo de hidrogeno (Zapata, S., Piedrahita, A. M., y
Rojano, 2014). En este ensayo se mide la capacidad de los antioxidantes para proteger
las proteinas del dafio oxidativo, analizando la disminucion de la fluorescencia de una
proteina (fluoresceina) debido a la perdida de estructura durante el dafio oxidativo a
causa de una fuente de radicales peréxido (ROO) (Alvarez et &l., 2012). El método actla
mediante el radical artificial AAPH (2,2’-Azobis-(2-aminopropano)-dihidrocloruro) el cual
se encarga de oxidar la fluoresceina por lo cual pierde su fluorescencia. La capacidad
antioxidante se determinara por la capacidad del compuesto en disminuir la pérdida de

la fluorescencia (Agudo, 2010).

1.3.3.3. Ensayo de capacidad de eliminacién del radical ABTS
A través de este ensayo se mide la capacidad de los antioxidantes que reaccionan de
forma directa con los radicales de cationes de barrido ABTS que se generan por método

guimico. Este método de decoloracion cuantifica la capacidad de eliminacion por medio
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de la lectura de absorbancia de la mezcla de reaccion antioxidante a 734 nm durante un
tiempo determinado (Charles, 2012). El compuesto ABTS se genera tras una reaccion
de tipo quimico que involucra didxido de manganeso, persulfato de potasio y ABAP; de
tipo enzimatico por medio de peroxidasa y mioglobina o de tipo electroquimica. Por medio
del método ABTS se puede medir la capacidad antioxidante en compuestos hidrofilicos
o lipofilicos (Kuskoski y Asuero, A.G, 2005).

1.4. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son liquidos viscosos inmiscibles en agua de origen vegetal,
caracterizados por ser aromaticos y volatiles. Por lo general se encuentran en las células
vegetativas de los tallos y hojas de las plantas, concentrados en regiones particulares
como la corteza, hojas o frutos (Gutiérrez et al., 2008). Generalmente se emplean como
mejoradores de sabor en alimentos y bebidas, pero gracias a su contenido de agentes
antimicrobianos se posesionan como alternativa de conservantes naturales. Su actividad
antimicrobiana se debe a su contenido de terpenoides y compuestos fendlicos (timol,
carvacrol, eugenol) que en altas concentraciones presentan propiedades antibacterianas
(Oussalah et al., 2007).

Durante los ultimos afos, los aceites esenciales han adquirido gran relevancia para la
industria de alimentos (Ertas et al., 2015), estos materiales vegetales se han convertido
en parte de la vida cotidiana, lo que ha generado una creciente demanda y a su vez un
aumento en los casos de adulteracion (Do, T. K. T., Hadji-Minaglou, F., Antoniotti, S., y
Fernandez, 2015). Gran cantidad de especies vegetales poseen aceites esenciales con
caracteristicas antimicrobianas y antioxidantes importantes, por esto la necesidad de
caracterizar sus principios bioactivos ha ido en aumento en la industria alimentaria
(Kucukbay, F. Z., Kuyumcu, E., Celen, S., Azaz, A. D., y Arabac, 2014). A pesar de que
los aceites esenciales se consideran seguros, su uso esta condicionado dadas la
caracteristica organoléptica que estos transfieren a los alimentos. Es por esto que se
debe determinar la concentracion minima inhibitoria sin afectar la calidad sensorial del

alimento (Lambert et &l., 2001).
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1.4.1. Composicion quimica de los aceites esenciales

En la actualidad se conocen més de doscientos aceites esenciales, dentro de los cuales
se han identificado cerca de cuatrocientos compuestos quimicos, entre los que destacan
principalmente los terpenos, sesquiterpenos, alcoholes libres (geraniol, linalol, mentol,
terpineol), ésteres, aldehidos, cetonas, fenoles, acidos libres (acido acético, benzoico,
cianhidrico, propionico, valerianico) (Castafio, 2012). La composicion quimica de los
aceites esenciales se ve altamente influenciada por diferentes variables, tales como, la
especie, la parte de la planta, la localizacién geografica, sus propiedades bioactivas y los
métodos de extraccion aplicados (Mejri et &l., 2010). Se caracterizan por el contenido de
fenoles que actian como antioxidantes, los cuales son necesarios para prevenir la
oxidacion durante el procesamiento y almacenamiento de alimentos (Borneo et al.,
2009). Los aceites esenciales presentan propiedades antifiUngicas y antioxidantes,
mediadas principalmente por componentes fendlicos como el timol y el carvacrol

presentes en gran nimero de especies (Bounatirou et al., 2007).

1.4.2. Métodos de extraccion

La extraccién de aceites esenciales se puede efectuar empleando diferentes técnicas si
afectar la calidad de los mismos. La hidrodestilacion conocida como la técnica de
extraccion tradicional, es el método mas aplicado en distintas especies aromaticas
(Gavahian et al., 2015). Con el fin de hacer mas eficiente la extraccidon han surgido
nuevas técnicas como la extraccion asistida por microondas, extraccion con disolventes
a presion extraccién con fluidos supercriticos y la extraccidon asistida por ultrasonido
(Kaufmann y Christen, 2002).

1.4.2.1. Extraccién asistida por microondas

Las microondas son radiaciones electromagnéticas transmitidas en forma de ondas, que
pueden actuar internamente en diferentes biomateriales interactuando con compuestos
polares como el agua para generar calor. En general, las microondas pueden calentar
cualquier biomaterial en su totalidad de manera simultanea (Cardoso-Ugarte et al., 2013).
La extraccion por microondas transmite energia en el total de la matriz de disolvente y

solido de forma eficiente y homogénea. El agua absorbe la energia generada y promueve
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un sobrecalentamiento interno, provocando la desorcion de las estructuras quimicas y

mejorando la recuperacion de nutracéuticos (Wang y Weller, 2006).

1.4.3. Actividad antimicrobiana de aceites esenciales

Varios estudios han demostrado la efectividad de los aceites esenciales en la inhibicion
de crecimiento de diversos microorganismos, la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales se asocia principalmente a los terpenoides que contienen grupos alcoholes,
aldehidos y por ultimo grupos cetonicos (Maguna et al., 2006). Por ejemplo, el potencial
inhibitorio del aceite esencial de Lippia grandis sobre S. aureus, E. fecalis es efectivo en
concentracion inhibitoria minima de 0.57 mg/ml para E. fecalis y 1,15 mg/ml para las
otras cepas, lo que indica que este aceite esencial contiene compuestos quimicos con
buen potencial para el tratamiento de infecciones (Sarrazin et &l., 2012). Por su parte, en
el aceite esencial de Baccharis darwinii recogido en la Patagonia Argentina, se
reconocen componentes como el limoneno (47,1%), timol (8,1%) vy, 4 terpinelol (6,4%), y
propiedades antifungicas fuertes contra levaduras y dermatofitos de relevancia clinica,
incluyendo algunos hongos como la Candida spp., y Trichophyton con valores de CIM
entre 62.5y 125 g/ml (Kurdelas et &l., 2012). La aplicacion de aceite esencial de Orégano
al 0,6% en combinacion con nisina a 500 Ul/g, presenta gran actividad antimicrobiana
frente a Salmonella enteritidis, al aplicarse en carne de ovino picada a temperaturas de
conservacion de 10°C por un periodo de 12 dias; sin embargo el efecto antimicrobiano
disminuye en concentraciones superiores de aceite esencial y nisina, asi como a
temperaturas cercanas a 4°C (Govaris et &l., 2010). Especies como Eugenia
caryopyllata, comunmente conocido como clavo de olor han sido adicionadas en
formulacién de salami, con el fin de reducir significativamente la oxidacion en productos
carnicos cocidos, mostrando una importante actividad antioxidante y antimicrobiana
(Cardona Henao y Mejia G., 2009)

1.5. El Romero

Rosmarinus officinalis, conocido comunmente como “Romero”, es una planta aromatica
de hojas perennes que habita abundantemente en la regién mediterranea (Cui et &l.,
2012). Desde las primeras civilizaciones se han empleado las especies aromaticas como
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aderezo para alimentos ya que actian como mejoradores de sabor y de las
caracteristicas organolépticas; no obstante actualmente se le confieren usos medicinales
y tienen gran potencial por su contenido de bioelementos y aceites esenciales ya que
poseen propiedades antimicrobianos, hepatoprotector, antivirales, espasmolitico,
carminativo y anticancerigenos (Szumny et al., 2010). Distribuida en la cuenca
mediterranea, el Romero es un arbusto de hojas perenne caracterizado desde la
antigiiedad por la propiedad del aceite esencial, de conservacion de los alimentos. Los
compuestos fendlicos antioxidantes de la planta presentan diferencias en su polaridad y
solubilidad (Bellumori et &l., 2015).

1.5.1. Descripcion botanica

El Romero, es un arbusto de bajo tamario, frondoso y de grandes ramificaciones. Abunda
en regiones de la Peninsula Ibérica y Baleares. Su introduccion al continente americano
se atribuye a los colonizadores espaiioles desde finales del siglo XV y principios del XVI
(Fuentes Fiallo et &l., 2000). Perteneciente a la familia Lamiaceae, esta planta aromatica,
alcanza alturas de hasta 2 m., sus ramas son erectas de color marrén; posee hojas
alargadas lineares de 1,2-3,5 mm con margenes revolutos, el haz de la hoja es de color
verde brillante y apariencia rugosa, el envés se encuentra cubierto por un tomento
blanco. El caliz mide de 5-7 mm de color verde o purpura. La corola es azul palido y en
raras ocasiones blanca o rosa, con una medida de 10-12 mm. La multiplicaciéon de la
planta puede hacerse por semillas y esquejes bien desarrollados de aproximadamente

15 cm; se adapta con facilidad a diversos tipos de suelo (Centeno M, 2002).

1.5.2. Aceite esencial de Romero

La composicién cuantitativa del aceite esencial de Romero se ve altamente influenciada
por el pH del terreno, en los béasicos el contenido de alcanfor es mayor; en suelos &cidos,
el aceite presenta una cantidad elevada de eucaliptol y terpineol (Centeno M, 2002).

El aceite esencial de Rosmarinus officinalis presenta componentes mayoritarios en su
composicidon como 1,8 cineol, alcanfor y a-pineno, resultados que coinciden con
publicaciones internacionales en donde los metabolitos principales corresponden a a-
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pineno, 1,8 cineol, alcanfor y borneol (Ver Tabla 1.); algunos de ellos caracterizados por

su actividad acaricida (Romeu et &l., 2007).

Tabla 1. Componentes principales del aceite esencial de Romero (Rosmarinus officinalis), de

acuerdo con varios autores

Componentes REFERENCIAS
1 2 3 4 5 6

a-Pineno 15,30% 1,97% 21,74% 12,57% 24,03% 44,05%
Canfeno 5,70% 4,43% 7,42% 6,14%
Mirceno 4,90%

Limoneno 3,70% 24,88% 8.57% 5.48%
1,8-Cineol 21,50% 23,47% 44,42%
Alcanfor 18,00% 28,70% 7,21% 12,98% 7,82%
Borneol 3,70% 8,52%

Cariofileno 3,40%

eucaliptol 35,75% 4,49%

p-cimeno 1,67%

y-terpineno 1,29% 7,57%

Berbonone 5,18%

3-pineno

Verbenone 14,51% 6,37%

1:(Romeu et al., 2007), 2:(Medeiros y Medeiros, 2016); 3: (Jalali-Heravi et al., 2010) 4: (Orhan et al., 2008) 5: (Graber
et al., 2010) 6:(Bousbia et al., 2009).

Fuente: El autor

Estudios cientificos del aceite esencial de Romero concluyen que esta especie no
presenta problemas de seguridad respecto a la genotoxicidad de sus extractos. La
exposicion dietética del aceite esencial de Romero se estima en 167 y 1.500 mg/kg para
adultos y 87 a 546 mg/kg para niflos en edad de preescolar. El uso de extractos de
Romero bajo estos limites no presentan toxicidad y se consideran relativamente seguro
(Aguilar et al., 2008).

1.5.3. Efecto inhibitorio del aceite esencial
Diferentes investigaciones han evaluado el efecto inhibitorio del aceite esencial de
Romero frente a diferentes microorganismos, entre las que se pueden destacar los

resultados obtenidos por (Vazquez et al., 2009) cuya investigacion revel que el extracto
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etandlico de Rosmarinus officinalis in vitro present6 una inhibicién del 90% de UFC, en
concentraciones de 0,8 mg/ml, 1,2 mg/mly 1,2 mg/ml frente a Salmonella thypi, Listeria
monocytogenes y Staphylococcus aureus, respectivamente. De igual forma el uso del
extracto en un batido carnico a concentraciones de 1,0% y 0,5% evidencia la disminucion

del nimero de mesofilos y coliformes totales en la preparacion.

Un estudio realizado en la Universidad de Antioquia determind que la actividad
bactericida y concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico y aceite esencial de
hojas de Rosmarinus officinalis L. sobre microorganismos de interés alimentario tales
como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Shigella sonnei,
Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus y Lactobacillus
plantarum; presenté una actividad antimicrobiana mayor a los conservantes usados
comunmente en la industria alimenticia. El aceite esencial evidencié un amplio espectro
antimicrobiano para bacterias de tipo Gram positivas y Gram negativas con CIM entre
512 y 4096 ppm (Castafio P et al., 2010).

El efecto inhibitorio del aceite esencial de Rosmarinus officinalis en albéndigas de carne
inoculadas con Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes se evidencié en
concentraciones del 2%, causando una reduccion gradual de la carga microbiana bajo
temperatura de conservacion de 4°C; sensorialmente se estima que una concentracion
de 0,5% no afecta las caracteristicas del producto, por lo cual puede ser empleado como
aditivo alimentario conservando un efecto inhibitorio < 10?2 UFC/g de patégenos
(Pesavento et al., 2015).

1.5.4. Capacidad antioxidante del Romero

El extracto de Romero actla como agente antioxidante al ejercer un efecto protector
contra la oxidacion lipidica y actividad antirradicalaria, con una efectividad de 1,9umol
Trolox®mg. El acido carndsico en conjunto con otros componentes de caracter
hidrofébico presentes en el Romero, se consideran los encargados de bloquear la
peroxidaciéon de manera eficiente, siendo el primero el componente mas relevante de

esta especie. Un estudio reveld que el extracto de Romero tiene poder antioxidante
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importante al inhibir el 88% de la peroxidacion lipidica de los acidos grasos presentes en
una base cosmética analizada; igualmente, se caracteriza por un alto contenido de acido
carngsico (22,3 pug de acido carnésico/mg de extracto), al cual se atribuye el alto

porcentaje de inhibicidn de la peroxidacion lipidica (Rodriguez et al., 2012).

1.6. EI Orégano

Origanum vulgare L., es conocido popularmente como “Orégano”, el nombre botanico
proviene del griego que indica “esplendor de la montana” (Pascal y Maritsa, 2015), esta
especie se extiende ampliamente por toda la region mediterranea, en gran parte de la
region eurosiberiana y en la region irano-turiano. El Orégano se ha empleado desde la
antigiiedad, por los atributos que le brinda sus aceites esenciales, se usa en diferentes
preparaciones alimenticias como especia mejoradora de sabor y medicamente para
tratar diferentes afecciones convulsivas, resfriados, enfermedades de la piel o trastornos
digestivos (Pieroni, 2008).

1.6.1. Descripcion botanica de Orégano.

El Orégano, es una herbacea perenne perteneciente a la familia Lamiaceae y el género
Origanum, alcanza alturas de 0,7 a 1,2 metros, y su diametro de cobertura abarca cerca
de 0,3 a 0,8 metros, las cuales dependen directamente de las condiciones especificas
de desarrollo y edad de las plantas (Pascal y Maritsa, 2015) Generalmente los tallos
adquieren una particular tonalidad rojiza, ramificados en la parte superior; las hojas
emergen opuestas, ovales y anchas de entre 2 y 5 cm, sus bordes son ligeramente
dentados y presenta vellosidad en el envés (Navarro Beltran, M. A. Monroy Rodriguez,
2012). En condiciones controladas esta planta se desarrolla como un arbusto caducifolio,
muy ramificado, que puede alcanzar hasta 2,5 metros de altura y 1,2 metros de diametro
de cobertura foliar. Las hojas y sumidades floridas se caracterizan por su olor aromatico,
agradable y un ligero sabor amargo. El clima ideal para este cultivo es el templado y
templado-calido, se adapta con facilidad a diversos tipos de suelo de caracteristicas
permeables, aunque su crecimiento no prospera adecuadamente en suelos de tipo
arcilloso (Castro G., 2015).
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1.6.2. Aceite esencial de Orégano

El rendimiento de aceite esencial a partir de las partes aéreas de Origanum vulgare varia
durante las tres etapas de crecimiento de la planta. Durante la etapa vegetativa
temprana, se registra un rendimiento de aceite esencial de 1,7%; en la etapa vegetativa
tardia se alcanza un rendimiento correspondiente al 2%; sin embargo, en la etapa de
floracion el rendimiento de aceite esencial disminuye, alcanzando rangos de 0,6%. Por
lo tanto el tiempo de cosecha de las especies interfiere directamente en el rendimiento

de los aceites esenciales (Béjaoui et al., 2013).

Dado el grado de sensibilidad analitica que se maneje, los aceites esenciales de una
misma especie pueden variar sus componentes significativamente dependiendo del tipo
de suelo, época de cosecha y recoleccién, edad de la planta y método de extraccion,
entre otros (Bandoni et &l., 2009). El aceite esencial de Orégano se compone
principalmente por carvacrol y/o timol, seguido por compuestos como y-terpineno, p-
cimeno, linalol, terpinen-4-ol e hidrato de sabineno (Ver Tabla 2.) (Skoula y Harborne,
2002). En algunas especies de Orégano se identificaron altos valores de linalol, fenoles,
alcoholes, éteres, aldehidos y cetonas. La calidad del aceite se determina por su
composicion, que depende directamente del genotipo, clima, tipo de suelo, orientacion y

desarrollo de la planta (Russo et al., 1998).

Tabla 2. Composicion del aceite esencial de Orégano (Origanum vulgare)

Componentes Contenido
Timol 67,51%
p-Cimeno 11,66%
y-Terpineno 5,51%
Cariofileno 5,38%
Oxido de Cariofileno 2,22%
Trans-a-Bergamoteno 1,65%
Eugenol 1,49%
a-Bergamoteno 1,32%

Fuente: (Acevedo et &l., 2013).
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1.6.3. Efecto inhibitorio del aceite esencial

Existen diferentes estudios que evaltian la actividad antimicrobiana del aceite esencial
de diferentes variedades de Orégano. De acuerdo a la investigacion realizada por
(Elgayyar et al., 2001) evidencia que el aceite esencial del genero Origanum presenta
potencial antimicrobiano frente a bacterias gram negativas tales como Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Enterobacter cloacae y Klebsiella
pneumoniae; y en algunas bacterias gram positivas como Staphylococcus aureus,
Sthapylococcus epidermis, Listeria monocytogenes y Bacillus subtilis. Al examinar la
actividad antimicrobiana de los componentes aislados del aceite esencial, se encuentra
gue los fenoles carvacrol y timol poseen los mayores niveles de actividad contra
microorganismos de caracteristicas gram negativos, siendo el timol el mas activo de los

dos.

El potencial antimicrobiano del aceite esencial de Orégano, fue probado contra varias
bacterias presentes en salchichas. Gran variedad de bacterias gram positivas y gram
negativas mostraron ser sensibles al efecto inhibidor del aceite esencial de Origanum
vulgare; la mayor actividad bactericida se observo para Salmonella choleraesius, con la
formacion de un halo de inhibicion de 29 mm, mientras que la actividad mas baja, fue
verificada por Micrococcus luteus con un halo de tan solo 11 mm de inhibicion. Al
determinar la concentracion minima inhibitoria para los microorganismos evaluados se
obtuvo que tanto para Escherichia coli y Salmonella choleraesius requieren de 0,46
mg/ml de aceite esencial, la menor concentracion minima inhibitoria se reporté para
Staphylococcus aureus con una necesidad de 0,23 mg/ml de aceite esencial para ejercer
el efecto inhibidor (Busatta et al., 2007).

1.6.4. Capacidad antioxidante del Orégano

Las plantas aromaticas presentan efecto antioxidante dado a la presencia de grupos
hidroxilo dentro de sus compuestos fendlicos. De las diferentes variedades existentes de
Orégano, se han reportado altos niveles de antioxidantes en concentraciones >140
mmol/100 g (Dragland et &l., 2003). La capacidad antioxidante de los extractos de

Orégano se caracteriza principalmente por inhibir la peroxidacion lipidica, actua
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protegiendo el ADN de la estructura contra el dafio ocasionado por radicales de hidroxilo,
a través de los métodos de captacién de peréxido de hidrégeno, captacion de HOCI y
prueba de rancidez; siendo los extractos de Orégano efectivos en cada caso y en
ocasiones niveles superiores a los del propil galato BHA y BHT (Martinez-Tomé et al.,
2001). Los compuestos antioxidantes de mayor relevancia en el Orégano son los

monofenoles, carvacrol y timol (Baratta et al., 1998)

1.7. Embutidos carnicos

Los embutidos forman parte de las emulsiones carnicas, las cuales consisten en una
matriz de musculo y fibras del tejido conectivo suspendido en un medio acuoso que
contiene proteinas solubles y particulas de grasa, siendo las proteinas solubles
sarcoplasmaticas y miofibrilares los agentes emulsificantes. Algunos factores afectan la
formacion y estabilidad de una emulsién cérnica, tales como la temperatura del proceso,
el tamafio de las particulas de grasa, pH, viscosidad de la emulsién y la cantidad y tipo
de proteinas solubles (Amerling, 2001). En el proceso de picado y mezclado la friccion
producida entre las cuchillas y el equipo hace que la temperatura de la mezcla aumente,
causando la desnaturalizacién de las proteinas solubles de la carne, asi mismo aumenta
la viscosidad de la emulsion y las particulas de la grasa se funden; por esta razén durante
el proceso de emulsion de la carne se adiciona hielo con el fin de mantener una
temperatura estable entre 20 y 25°C y minimizar los efectos adversos en la mezcla
(Amerling, 2001).

1.7.1. Embutidos frescos

Los embutidos se clasifican en tres tipos de acuerdo a su tratamiento y forma de
elaboraciéon: embutidos crudos, embutidos cocidos y embutidos escaldados. Los
embutidos frescos se caracterizan por no someterse a proceso de coccién en agua
durante su elaboracion, se pueden consumir en estado fresco o cocidos después de un
periodo de maduracion. De acuerdo a su capacidad de maduracion estos se pueden

clasificar en embutidos de corta, mediana y larga duracién (De Ofia Baquero et al., 2013)
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Para la elaboracion de estos preparados se utilizan diferentes cortes de res y cerdo como
recortes, tocino y grasa; las carnes son molidas y mezcladas con la adicién de sal,
sustancias curantes, especias, y agua, posteriormente la mezcla es almacenada en
tripas de origen natural o sintético y se almacenan a temperaturas de 3 a 4°C (Murillo et
al., 2002). Los procesos de maduracion bioldgica permiten a los embutidos crudos que
el agua se evapore y se desprenda la albimina que ayuda a la compactacién de la

preparacion (Gil Martinez, 2010)

1.7.2. Chorizo

En Latinoamérica se producen diferentes variedades de chorizos, los cuales son
elaborados con carne de cerdo, o en mezcla con carne de res, las preparaciones admiten
las carnes picadas, troceadas o molidas de acuerdo a la variedad elaborada, con adicion
de sal, pimentdn, especias, condimentos y aditivos que aportan las caracteristicas
propias de cada chorizo dependiendo de la regién donde se elaboren y forma de
preparacion. Tecnolégicamente son amasados y embutidos en tripas de origen natural o
sintético con diametro superior a 25 mm; algunos reciben proceso de maduracion,

secado y/o ahumado (Gil Hernandez y Ruiz Lopez, 2010).

1.7.3. Consumo de embutidos a nivel nacional

El gasto promedio para la compra de categorias en el ritual de compras en alimentos es
de $ 9.784 pesos con una frecuencia de compra de cada 5 dias. Los formatos mas
buscados son las tiendas de descuento y mini mercados. Las carnes frias representan
el 19% de participacion en el mercado nacional (Portafolio, 2019). De acuerdo a la
investigacion de (Rodriguez-Espinosa et al., 2015) encontraron preferencias al consumo
semanal de: chorizo de pollo, chorizo de ternera y chorizo de cerdo en una proporcién
del 36, 30 y 26% respectivamente y croquetas de pollo en los estudiantes de universidad
publica. Por su parte, el estudio realizado por la empresa NIELSEN, para el afio 2011 se
estim6 que en promedio un hogar compraba cerca de 1100 gr de carnes frias
guincenalmente, con una frecuencia de compra de 400 gr cada 5,5 dias. En este estudio
se refiere que la estructura poblacional indic6 un mayor indice de consumo de carnes

frias en las clases altas de la poblacion (Nufiez Bedoya, 2011).
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1.7.4. Enfermedades causadas por chorizo

En febrero de 2015, en la ciudad de Pehuajo, al noreste de la provincia de Buenos Aires,
Argentina se presentd un caso de brote de triquinosis, causada por el nematodo
Trichinella spiralis; que tuvo como resultado mas de 145 personas afectadas por
consumo de chorizo seco contaminado (Clarin, 2015). Las enfermedades alimentarias
son comunmente producidas por microorganismos patdgenos presentes en los
productos que se consumen, se han reportado diferentes casos de chorizos
contaminados que pueden desencadenar enfermedades al consumidor. En la ciudad de
Tulancingo, Hidalgo se analizaron muestras de chorizos para determinar su carga
microbiana, las muestras evaluadas presentaron elevados conteos de BAL, con valores
tipicos de los embutidos de alta acidez, asi mismo la cantidad presente de
enterobacterias, indicadores de calidad higiénica, es demasiado elevada con un rango
de 5,40 Log UFC g*. El contenido medio de S. aureus, microorganismo potencialmente
patégeno es considerado como uno de los principales riesgos para la salud ya que puede
producir intoxicaciones alimentarias por el consumo de estos embutidos, esta cerca del
umbral de 6 Log UFC g, cantidad de toxina suficiente para producir enfermedad (Flores
Miranda et al., 2007).

1.7.5. Brotes de Salmonella spp. en chorizo

Los productos céarnicos crudos se consideran un medio de propagacion de
microorganismos patdgenos, dada la naturaleza de su composicién. Los datos
documentados de este fendbmeno se presentan en lugares como México, donde se ha
evaluado la incidencia de proliferacion de Salmonella spp. en chorizo, identificando
fuentes potenciales de contaminacion y serotipos de S. heidelberg, S. derby, S.
typhimurium, S. stanley y S. brandenburg; con frecuencias de aislamiento del 2,40% para
chorizo fresco en tripa artificial, 2,06% para chorizo madurado en tripa artificial y 5,09%
en chorizo madurado en tripa natural; siendo este ultimo el caso de mayor proliferacion
representado un riesgo alimentario (Mancha et al., 1999). Igualmente, en la ciudad de
Guadalajara se estudié la prevalencia de Salmonella spp. en chorizo obtenidos de
carnicerias, por lo cual se determind una propagacion del 36%, dada la contaminacion
con Salmonella spp. de 18 de las 50 muestras evaluadas; estos hallazgos muestran que
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este producto se encuentra fuera de la normatividad con alta positividad de Salmonella
spp. Los serotipos aislados en esta investigacion corresponden en orden de prevalencia
a seis serovariedades: S. derby (30%), S. adelaile (17%), S. azteca (15%), S. infantis
(15%), S. anatum (13 %) y S. muenster (10%) (Torres Vitela et al., 2011).

En Colombia también se ha documentado casos similares evaluando
microbiolégicamente diferentes alimentos adquiridos en via publica en un sector del norte
de Bogota, en el cual se evidencia un porcentaje de 37,5% en muestra de chorizos crudos
contaminados con Salmonella spp., esta incidencia se asocia a las deficiencias en el
cumplimiento de buenas practicas de manufactura, los habitos de los manipuladores y

las condiciones sanitarias de los expendios (Bayona, 2009)

1.7.6. Materias primas en la elaboracion del chorizo
La calidad de un chorizo esta dada por el tipo de materias primas empleadas a
continuacion se describen algunos ingredientes y atributos que se tienen en cuenta en la

elaboracién de chorizo son:

e Carne: Se considera como la parte muscular de la canal de animales de abasto,
la cual se constituye por los tejidos blandos que rodean la estructura ésea
incluyendo nervios y posible grasa del animal. Las cualidades de la carne son
inherentes del animal y su forma de produccion (Poveda, 1991). En la preparacion
de embutidos predomina el uso de carnes vacunas y porcinas, sin embargo, se
permite el uso de cualquier tipo de carne de animal, por lo cual se destacan
preparaciones especiales de embutidos con carnes de aves, caprinos, ovinos,
entre otras. La calidad de la carne se define principalmente por los atributos de
terneza, jugosidad, sabor y color. De igual forma se estima que los factores
determinantes de la calidad de la carne se representan por las caracteristicas
sensoriales, valor nutricional y condiciones higiénicas de manejo (Huerta-Leidenz,
2002).
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Terneza: Se considera el atributo de mayor relevancia en la calidad de la carne,
esta influenciada por factores inherentes del animal, como su constitucion
genética, crianza, alimentacién, por las practicas de sacrificio y manejo
postmortem (Soria y Corva, 2004). La terneza de la carne solo se puede
determinar luego del sacrificio del animal, debido a las técnicas destructivas que
requiere. Ademas de los factores descritos anteriormente, la terneza de la carne
depende en gran manera de la magnitud de la protedlisis de las proteinas
miofibrilares, lo cual ocurre luego de 3 0 4 dias posteriores al sacrificio (Motter et
al., 2009).

Jugosidad: Los jugos de la carne se convierten en un factor de gran importancia
en la apreciacion de palatabilidad de los consumidores. En estos jugos estan
contenidos los componentes que le otorgan sabor y favorecen el ablandamiento y
fragmentacion de la carne en la masticacion. Su ausencia se convierte en un
limitante de aceptabilidad y valoracion sensorial. El caldo producto de la
combinacion de los lipidos disueltos en el agua, se retienen en la carne y se
extraen durante la masticacion, lo cual estimula la salivacion manteniendo en el

producto la impresion de jugosidad (Huerta-Leidenz, 2002).

Sabor: El sabor y aroma de la carne se unifican generando sensaciones en el
consumidor a la hora de comer; esta sensacion proviene del aroma que emana la
carne y que se percibe a través del olfato, se conjuga directamente con el gusto
percibido. El sabor de la carne esta determinado principalmente por la especie de
animal, régimen alimenticio del animal, métodos de preparacion y preservacion
del producto (FAO, 2015).

Grasa: Es el tejido adiposo de los animales de abasto, cuya funcion principal es
aportar aroma, sabor, jugosidad y color a los productos carnicos. Por su
contextura y propiedades, generalmente se emplea la grasa porcina. Existen dos
tipos de grasa animal; la grasa organica que hace referencia a la grasa estructural

de la célula cuya composicion no varia con el alimento. Por su parte la grasa de
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depdsitos corresponde a la depositada en el tejido conectivo, la cual forma la
grasa dorsal, renal y abdominal; su composicion varia de acuerdo a la
alimentacion y es la principal fuente de energia del animal (Martinez Montes et al.,
2013).

Agua: Es uno de los componentes principales en la elaboracion de embutidos,
este influye directamente en las propiedades fisicoquimicas, bioquimicas y
mecanico estructurales que se reflejan en la consistencia de la mezcla (Ordofiez
Gonzalez y Patifio Castro, 2012). El agua, actia como agente disolvente para la
sal y los demas ingredientes de la preparacion, este se adiciona en forma de hielo,
lo cual contribuye a mantener las bajas temperaturas de la masa lo que permite
estabilidad en las emulsiones carnicas; por Ultimo se considera que su uso

disminuye los costos de produccion (Martinez Montes et al., 2013).

Sal: En la elaboracién de embutidos el contenido de sal varia entre 2 y 3%, siendo
los embutidos madurados los de mayor concentracion de sal. La sal se encarga
de aportar sabor al producto, actia como agente conservante, solubiliza las
proteinas y aumenta la capacidad de retencion de agua de las proteinas, ademas
retarda el crecimiento microbiano. El efecto conservante de la sal se debe a que
procura la deshidratacion de los alimentos fijando la humedad y asi mismo
deshidratando las células microbianas. Este compuesto se ioniza de tal forma que
aporta el ion cloro, el cual resulta perjudicial para las diferentes especies
microbianas e impide la actividad de las enzimas proteoliticas. Sin embargo la
adicion de sal presenta algunas reacciones desfavorables en los embutidos
carnicos, puesto que favorece el enranciamiento de las grasas (Marroquin Cerén,
2011).

Nitrato y nitrito: Estos compuestos contribuyen a la fijacion del color de las
carnes curadas, siendo mas dominante el efecto causado por los nitritos por lo
gue su usa en menor proporcion en comparacion con los nitratos. A parte de la

estabilizacion del color los nitratos y nitritos ayudan a desarrollar el olor
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caracteristico de las carnes curadas, inhiben el crecimiento de ciertas bacterias y
retardan la rancidez en el producto. Los nitratos actian fundamentalmente sobre
bacterias de tipo anaerobias, aunque el efecto antimicrobiano de estos se debe a
los nitritos generados a partir de la oxidacion de los nitratos. Estos compuestos
inhiben el crecimiento bacteriano aunque son inmunes al crecimiento de hongos
y levaduras (Gil Santa, 2009).

Fosfatos: Su funcién principal es la de potenciar la capacidad de retencion de
agua, puesto que elevan el pH en la mezcla aumentando asi los espacios
alrededor de las proteinas donde se aloja el agua; los fosfatos también
contribuyen a mejorar el color y aroma de los productos carnicos gracias a la
accion antioxidante que se cree esté relacionada con la formacién de complejos
de curado, esto posiblemente se debe a la unién de los iones ferroso a los fosfatos,

puesto que el ion ferroso libre es un oxidante efectivo (Gil Santa, 2009).

Empaqgues: En los productos carnicos la mezcla emulsificada se empaca en tripas
gue pueden ser de origen natural o artificial. Las tripas naturales corresponden al
intestino de vacunos, porcinos y caprinos, las cuales se alistan limpiando la grasa
que las recubre, se salan y se refrigeran, generalmente en la industria carnica se
emplean las tripas de cerdo para elaborar salchichas, chorizos y longanizas. Por
su parte las tripas artificiales se caracterizan fisicamente de acuerdo a el producto
gue se vaya a empacar; estas tripas pueden ser de celulosa y/o fibra membranosa
para todo tipo de embutidos, pergamino para embutidos cocidos y tejido sedoso
especial para embutidos crudos (Alonso y Corina, 2010).

1.7.7. Proceso de elaboraciéon

El proceso de elaboracién de chorizos varia de acuerdo a la cultura de cada pais, en

general todos los tipos contienen sal, ajo y especias en su formulacion. El procedimiento

tradicional del chorizo (Ver Figura 2.) incluye una etapa de desecado y ahumado, en

estas etapas el producto disminuye su actividad acuosa impidiendo el crecimiento

microbiano. Durante el desecado se da paso a la maduracién, fenébmeno bioquimico en
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el que el producto experimenta tres fases de gran relevancia como es el enrojecimiento,

el aumento de la consistencia y la aromatizacién (FAO-PRODAR, 2014).

Figura 2. Proceso de elaboracién de chorizo

Recepcidn de

Materias Primas
Lavado Chorros de agua potable
Picado/Molido Con molino o manual

Por 24 horas

Tripa natural o sintética

Chorros de agua fria

Presecado 6 a 8 horas a T° ambiente

Ahumado En ahumador

9

Almacenamiento 4°C

Fuente: (FAO-PRODAR, 2014)

1.7.8. Requisitos generales

El Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificacion, ICONTEC, entidad de
caracter privado, sin animo de lucro, cuya mision fundamental es brindar soporte y
desarrollo al productor y proteccion al consumidor. Esta entidad junto con la participacion
de los comités técnicos establece los requisitos que deben cumplir los productos carnicos
procesados no enlatados, consignada dentro de la NTC 1325 ratificada por el Consejo
Directivo de 2008-08-20.

1.7.9. Requisitos microbioldgicos
Los alimentos desempefian un papel importante como principales transmisores de

enfermedades de tipo alimentario, generando grandes problemas de salud publica
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(Mislivec et al., 1992). La reglamentacién descrita en la NTC 1325 — Quinta actualizacion,
indica los requisitos microbioldgicos para productos carnicos procesados, crudos frescos
gue incluye el chorizo cocido, por lo tanto, los valores permitidos para las especies
microbiolégicas reglamentadas se muestran en la Tabla 3. (NTC 1325 PRODUCTOS
CARNICOS PROCESADOS NO ENLATADOS, 2008).

Tabla 3. Requisitos microbiolégicos para productos carnicos procesados crudos, frescos,

congelados o no

Requisito n m M [

Recuento de Staphylococcus coagulasa positiva, UFClg 3 100 300
Recuento de esporas Clostridium sulfito reductor, UFClg 3 100 300 1
Deteccion de Salmonella spp, 125 g 3 Ausencia - -
Recuento de Escherichia coli, / g 3 100 400 1
en donde

n = numero de muestras gue se van a examinar

m = indice makimo permisible para identificar nivel de buena calidad

M = indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad

¢ = noamero de muestras permitidas con resultados entre m oy M.

Fuente: (ICONTEC, 2008)
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo General
Evaluar el efecto de la adicion de aceite esencial de Origanum vulgare y Rosmarinus
officinalis sobre la conservacién y capacidad oxidante de un chorizo santandereano.

2.2. Objetivos Especificos

e Evaluar la composicion quimica y la actividad antioxidante in vitro del aceite

esencial de Origanum vulgare y Rosmarinus officinalis.

e Determinar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Origanum vulgare y

Rosmarinus officinalis, frente a Salmonella typhimurium.
e Establecer el efecto de la adicion de aceite esencial de las dos especies al chorizo
santandereano, sobre la inhibicion de la actividad microbiana, la vida util y sus

caracteristicas sensoriales.

e Determinar la estabilidad oxidativa de un chorizo santandereano al cual se le ha

incorporado aceite esencial de las dos especies en estudio.

43



3. MATERIALES Y METODOS

La Investigacion desarrollada tiene un enfoque cuantitativo de con un alcance descriptivo
que considera el fendmeno estudiado y su componentes, se definieron variables con
aplicacion de un disefio de tipo experimental aplicada ya que se llevé a cabo la extraccion
del aceite esencial de Romero y Orégano, su caracterizaciéon y su evaluacion como
antimicrobiano y antioxidante, ademas de la aplicacién en la elaboracion de un chorizo
previamente formulado con diferentes niveles de concentracion de los AE, aplicando
analisis de Valor peroxido, TBARS, Microbiol6gicos, de pH y sensoriales.

Figura 3. Disefio metodolégico

Evaluar el efecto de la adicion de aceite esencial de Origanum
vulgare y Rosmarinus officinalis sobre la conservacion y capacidad

oxidante de un chorizo santandereano

Romero

Orégano

(Origanum vulgare) (Rosmarinus officinalis)

|

{

Extraccion (aceite esencial)
Hidrodestilacion a.si por microondas

Anilisis de los AE Aplicacion en chorizos
. ! ‘ , | ]
e Evaluacion Evaluacion Evaluacion de Evaluacion de T
9 antioxidante microbioldgica actividad estabilidad sensorial

antimicrobiana oxidativa

Fuente: Autores

3.1. Extraccion del aceite esencial (AE)

En este trabajo se utilizaron las especies de Romero (R. officinalis) y Orégano (O.
vulgare). El material vegetal se recolect6 en fincas y veredas del municipio de Ocafa
(Norte de Santander) ubicado a una altura maxima 1202 m s. n. m. y minima de 761 my
el municipio de Aguachica (Cesar) a una altura 200 m s. n. m., realizando el

acondicionamiento de las especies, limpieza y seleccién de tallos en las mejores
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condiciones para la obtencion de los aceites. La extraccion del aceite esencial para cada
especie se realizd en el laboratorio de quimica de la Universidad Popular del Cesar,
seccional Aguachica, aplicando la técnica de hidrodestilacion asistida por microondas.
La muestra vegetal se tratd en un equipo Clevenger asistido por un horno microondas
doméstico marca Lg Iwave. Se colocaron 200 gr aproximadamente de muestra fresca de
cada una de las especies de estudio en un matraz de 2 Litros con agua salada (1000 ml,
1% P/V), posteriormente se activdo el horno microondas domestico a una potencia
maxima de 700 W durante un tiempo aproximado de 20 minutos (Gavahian et al., 2015),
el aceite obtenido de cada especie se centrifugd y desec6 con NaSOa. El rendimiento de
extraccion se determind relacionando la diferencia entre la cantidad de aceite recuperado
y la cantidad de material empleado. Finalmente, las muestras se envasaron en frascos
ambar y almacenaron a una temperatura de 4°C = 0.2°C hasta el momento de
caracterizar la densidad de los aceites por método gravimétrico, el indice de refraccion y
su composicion por cromatografia de gases.

3.2. Cromatografia de gas y cromatografia de gas-espectrometria de masas (GCy
GC-MS)

Las muestras de AE fueron analizadas en un cromatégrafo GC-MS marca Agilent
Technologies, empleando una columna DB-5H. y un programa con temperatura inicial de
40°C durante 1 min, con una rampa de 5°C/min hasta 290°C, por 4 min, el tiempo de
corrida total empleado fue de 55 min. Para el andlisis se tom6 como referencia el catalogo
esencial de espectroscopia y cromatografia GC y GC/MS 2013 (pagina 482,
identificacion de 127 compuestos en una fragancia) de la misma Compafia Agilent

Technologies.
3.3. Capacidad antioxidante de los aceites esenciales

La actividad antioxidante de los aceites esenciales se determindé empleando las técnicas

de DPPH, ORAC descritas a continuacion:
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3.3.1. Andlisis de DPPH (2,2-difenil-1-picril hidracilo).

La actividad captadora de radicales contra el radical DPPH estable, se midié a los AE
utilizando los métodos de Brand-Williams (Brand-Williams et al., 1995; Rojano et al.,
2008). El método se basa en la reaccién de 10 ml de solucién del extracto con 990 ml de
solucién de DPPH durante 30 minutos a temperatura ambiente. La absorbancia se midio
a una longitud de onda de 517 nm contra un blanco de metanol. Los resultados se

expresaron en pmol equivalentes de Trolox (TEAC)/mL de aceite esencial.

3.3.2. Método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity).

Se realiz6 el andlisis a los aceites esenciales empleando la metodologia reportada por
Ou et al (Ou et al., 2001). Se mezclaron 175 pL del extracto de la muestra con 120 uL de
PBS (pH 7.4 y 75 mM), 205 pL de una solucion de AAPH (53 mM) y 3 mL de una solucion
de fluoresceina (48 nM). El efecto protector del antioxidante se calculé usando las
diferencias de areas bajo la curva de decadencia de la fluoresceina con el blanco y la
muestra, en un espectrofotometro de fluorescencia equipado con una célula a 37°C y
cuyas lecturas se registraron a una longitud de onda de excitacién 493 nm, longitud de
onda de emision 515 nm y el resultado se compar6 con la curva obtenida para el trolox.
Los resultados se expresaron en umol equivalentes de Trolox (TEAC)/mL de aceite
esencial, aplicando la Ec.1.

AUCMuestra - AUCBlaTlCO
AUCTrolox - AUCBlaTlCO

(1)

ORAC = ( )f[Trolox]

Donde AUC es el area bajo la curva y f es el factor de dilucion de los extractos (Zapata,
S., Piedrahita, A. M., y Rojano, 2014)

3.4. Actividad antimicrobiana In vitro de los AE sobre Salmonella.

Este procedimiento se realizé a los AE y a los chorizos aplicando el método de difusion
en agar propuesto por Deans y Ritchie (Deans y Ritchie, 1987) en el laboratorio de
microbiologia de la Universidad Nacional Sede Medellin. Se utiliz6 una cepa de

Salmonella typhimurium ATCC 140785 liofilizada la cual se reconstituy6 y se guardo en
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Cryobank a -20°C. La cepa se diluyo en 5 ml de BHI (Agar Brain Heart Infusion) y se
incubo a 35° C durante 24 horas hasta obtener la turbidez de crecimiento, luego se tomo
una azada del diluido y se inoculo en agar Plate count durante 24 horas, a partir de estas
cepas en crecimiento se preparé el patrén de MacFarland escala 2, del cual se inocularon
de 4 a 5 UFC de la cepa en 5 ml de solucion salina, comparandolo hasta obtener una
turbidez igual al patron de MacFarland escala 2. Se tomd una azada del microorganismo,
sembrandola en cajas de Agar Muller Hilton en forma de barrido, se tomaron sensidiscos
(filtros estériles), humedeciéndolo con los AE de Romero y Orégano con concentraciones
de 0,025% hasta 50% para cada uno (Ver Tabla 4.), diluidos en DMSO (Dimetilsulfoxido),
depositandolos en cada caja con Agar Miller Hilton. Se colocaron tres (3) sensidiscos
por caja, un control positivo (antibiético ciprofloxacino) y un control negativo (DMSO),
luego se llevaron a refrigeracion por 20 minutos, posteriormente se incubaron de 48
horas procediendo a leer el tamafo de los halos utilizando un Pie de Rey digital, se
procedio a determinar la CIM (Concentracion Inhibitoria Minima) para cada aceite.

Tabla 4. Disefio experimental para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) en cada
uno de los aceites

CONCENTRACIONES DE AE REPETICIONES

ESPECIE EN DMSO

% R1 R2 R3

50,000% TR1 TR1 TR1

25,000% TR2 TR2 TR2

12,500% TR3 TR3 TR3

6,250% TR4 TR4 TR4

3,125% TR5 TR5 TR5

1,560% TR6 TR6 TR6

0,780% TR7 TR7 TR7

ACEITE ESENCIAL DE ROMERO Y 0,390% TR8 TR8 TR8
OREGANO 0,200% TR9 TR9 TR9
0,150% TR10 TR10 TR10
0,075% TR11 TR11 TR11
0,050% TR12 TR12 TR12
0,025% TR13 TR13 TR13
0,000% TR14 TR14 TR14
TESTIGO Control Positivo Antibiético TR15 TR15 TR15

AE= Aceite esencial de cada especie; todos los tratamientos medidos en mm de diametro del halo de inhibicién
(variable respuesta), R1, R2; R3 son repeticiones

Fuente: El autor
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La presencia de halos indica que existe inhibicién del crecimiento del microorganismo y
el calculo del porcentaje del efecto inhibitorio relativo respecto al control positivo, se
calculo aplicando la Ec.2.

% Inhibicion = (Qypy/Byc) * 100 (2)

Donde @, es el diametro medio de inhibicién de la muestra 'y @,-€es el diametro medio

de inhibicién del control positivo.

3.5. Estandarizacion y elaboracién del chorizo santandereano.

Para la formulacion y elaboracion de los chorizos santandereanos con aplicacion de los
aceites esenciales, se implementd un disefio experimental por bloques completos al azar
(Ver Tabla 5.). Se formularon y elaboraron lotes (tratamientos) de chorizos de
aproximadamente 6000 gramos, con tres niveles de concentraciones de AE de Orégano
y tres niveles de AE de Romero de acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluacion
in vitro de Salmonella typhimurium ATCC 140785, un nivel control (0% de nitrito y 0%
AE), y un ultimo lote se formul6 con aplicacién de NaNO2 (200 ppm) (Ver Tabla 6.). A los
chorizos elaborados se les establecio efecto de la adicion de aceite esencial de las dos
especies, sobre la inhibicion de la actividad microbiana en Salmonella typhimurium y
Clostridium spp., se aplicaron pruebas de estabilidad oxidativa determinando el Valor
peroxido (VP) y el contenido sustancias reactivas con el acido 2-tiobarbittrico (TBARS),

y por ultimo se desarrollaron pruebas sensoriales y de pH.

Tabla 5. Disefio de experimentos para la formulacion de los chorizos con los AE
Concentracion

Fuente de Variacion Tratamiento  Codigo (%) Repeticiones

T3 [R1] 0,025% 3

AE ROMERO T4 [R2] 0,050% 3

T5 [R3] 0,075% 3

T6 [O1] 0,150% 3

AE OREGANO T7 [02] 0,200% 3

T8 [O3] 0,390% 3

TESTIGO SIN AE Y SIN NIT. T1 [T1] 0,000% 3
TESTIGO SIN AE CON NIT. T2 [T2] 0,020% 3

AE= Aceite esencial; R= Romero; O = Orégano.
Fuente: El autor
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La materia prima; carne de cerdo y grasa dorsal de cerdo fueron adquiridos en mercado
publico local de la ciudad de Aguachica, esta se acondicioné eliminando la piel y partes
no aptas para el proceso, se picoé en cubos de aproximadamente 0,5 - 1 cm; se pesé y
refrigero a una temperatura de 4°C, para proceder a formular los lotes de acuerdo con
tratamientos establecidos. La carne se dividio en lotes, cada tratamiento se homogenizo
entre 10 y 15 minutos en una mezcladora Marca JAVAR adicionandole sal y agua helada
para solubilizar la proteina, durante el mismo proceso se adicionaron el resto de los
ingredientes (ajo, cebolla larga, pimienta y comino), y por ultimo la grasa dorsal de cerdo.
Se procedié a dosificar (embutir) el chorizo a un tamafio aproximado de 5 cm utilizando
tripa natural de cerdo Calibre 28, luego se secaron en un horno marca Rational a una
temperatura de secado 80°C, hasta alcanzar temperatura interna de coccion de 72°C, se
dejaron en reposo para luego ser empacado al vacio, se codificaron de acuerdo a cada
tratamiento y se procedieron a refrigerar a temperatura de 4°C. El método artesanal de
la elaboracion del chorizo santandereano sugiere secado al sol por tiempos prolongados
de hasta 72 horas, en ese periodo el producto queda expuesto a contaminantes fisicos
y biolégicos como polvo y moscas que podrian traer consigo inconvenientes en el
desarrollo de la aplicacion de las pruebas, dado que los mismo se destinarian para

pruebas sensoriales se aplicé el secado por conveccion forzada en horno.

Tabla 6. Formulaciones Experimentales para el chorizo santandereano.

Ingredientes / Tratamientos T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
TL (%) T2((%) R1(%) R2(%) R3 (%) O1(%) 02(%) O3 (%)
Carne de cerdo 78 78 78 78 78 78 78 78
Grasa de cerdo 22 22 22 22 22 22 22 22
Hielo 20 20 20 20 20 20 20 20
Sal 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8
Ajo fresco 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Cebolla larga 7 7 7 7 7 7 7 7
Comino 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Pimienta 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Sal Nitral 0 0,02 0 0 0 0 0 0
AE Romero 0 0 0,025 0,05 0,075 0 0 0
AE Orégano 0 0 0 0 0 0,15 0,2 0,39

Fuente: El autor
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3.6. Efecto de la adicion de aceite esencial de las dos especies al chorizo

santandereano, sobre la inhibicion de la actividad microbiana y la vida util.

El efecto de los aceites esenciales en la conservacion y vida util de los chorizos se
establecio realizando pruebas microbianas a los tratamientos de Presencia o Ausencia
de Salmonella a chorizos sin inoculacion y con inoculacién de Salmonella

typhimurium y recuento de Clostridium Sulfito reductor.

3.6.1. Presencia o Ausencia de Salmonella spp.

Se realiz6 el aislamiento de Salmonella spp., en cuatro (4) etapas fundamentales. La
primera Enriguecimiento no selectivo; se pes6é en la bolsa para homogenizador
(Stomacher) previamente tarada con 25 gramos de muestra (chorizo) representativo total
por cada tratamiento (tomando tanto de la superficie como de su interior), se afiadié 225
ml de Peptona Buferada (medio de enriquecimiento no selectivo). Se coloco la bolsa en
el Stomacher por 2 minutos, (tiempo maximo de homogenizacién), se llevé a Incubar a
35°C +/- 2 por 18 a 24 horas, se realizaron controles positivos y negativos con cepas
conocidas. La segunda etapa fue realizar el enriquecimiento selectivo; Transfiriendo 1
ml de cultivo obtenido del enriquecimiento no selectivo en 10 ml de caldo tetrationato, se
incubaron en bafio seroldgico a 43°C+/-0.2 por 18 a 24 horas, se transfirio 1ml del cultivo
obtenido del enriquecimiento no selectivo adicionando de 0,2 ml de solucion yodo y 0,1
ml de solucion de verde brillante al 0.1%, luego se incubo en bafio seroldgico a 43°C+-
0.2 durante 18 a 24 horas. La tercera etapa fue la siembra en placa con medios
selectivos y diferencial, a partir de cada uno de los cultivos obtenido del
enriquecimiento no selectivo y selectivo, se sembré en superficie con asa por
agotamiento placas con agar XLD, se incubaron a 35°C durante 24 a 48 horas, se
escogieron 3 colonias tipicas sospechosas de Salmonella aislandolas en agar selectivo
para garantizar su pureza proceder a su identificacion. La cuarta etapa consistio en la
identificacion de Salmonella mediante pruebas bioguimicas de Coloracion de Gram,

para la cual se hizo frotis de cada una de las colonias seleccionadas y colorearlas por el
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método de Gram. Salmonella. Se tomd una azada del caldo tetrationato se inoculo en
Agar selectivo XLD, Incubado a 35°C durante 18 a 24 horas.

3.6.1.1. Inoculacién de chorizos con Salmonella typhimurium

Para la inoculaciéon de Salmonella typhimurium se empledé una cepa ATCC 140785
provista por el cepario de la Universidad Nacional de Colombia - Sede Medellin, la cual
se activd con anterioridad a su utilizacion, realizando incubacion de la cepa por un
periodo de 18 horas a una temperatura de 37°C. Para las inoculaciones se tomaron
patrones de 0,5, 1y 2 en la escala de MacFarland equivalentes a 1,5x108, 3x108 y 6x108
bacterias/ml respectivamente. Seguidamente se repic6 Salmonella typhimurium ATCC
140785 en caldo BHI y se incubd a 37°C hasta obtener la densidad Optica del patrén de
MacFarland correspondiente; luego se tom6 una alicuota de 1 ml de solucion MacFarland
de Salmonella typhimurium y se inyecté en las muestras de chorizo santandereano.
Finalmente se evalud la Presencia o Ausencia de Salmonella en cada muestra de

acuerdo al protocolo descrito en el item 3.6.1.

3.6.2. Recuento de Clostridium sulfito reductor

Se procedi6 a desinfectar el sitio donde se va a extraer la muestra. Se pesaron 10 gramos
de la muestra, luego se procedio a Adicionar a un frasco con 90 ml de peptona universal
al 0.1% quedando una dilucién 1:10 (10%). Luego de paso esta dilucién a una bolsa
plastica estéril, se mezclé la muestra en el Stomacher durante 60 segundos, tomando 1
ml de esta dilucién 10!, pasando a un tubo que contiene 9 ml de peptona universal,
guedando una dilucién de 1:100 (10?), se toma 1 ml de la diluciéon 102, pasandola a un
tubo que contenga 9 ml de peptona universal qguedando una dilucién de 103. Se pasaron
alicuotas de 1 ml de cada una de las diluciones en cajas estériles previamente marcadas,
este procedimiento se hizo por duplicado. Luego se verti6 en las cajas de Petri de 15 ml
del medio de cultivo SPS, se realizo la rotacion a las cajas de Petri en movimiento de
arriba hacia abajo, en sentido contrario de las manecillas del reloj y en cruz. Una vez
solidificado el medio se le adiciono otra capa de Agar SPS, depositando todas las cajas

(101, 10?y 103) en una jarra de anaerobiosis e incubando durante 72 horas a 35°C.
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3.7. Valor Peréxido (VP).

Este se determiné a las grasas de extraidas de los chorizos con y sin AE, mediante el
meétodo descrito por Shantha y Decker (Shantha y Decker, 1994). Este método se
fundamenta en la capacidad de los peréxidos lipidicos de oxidar el Fe*? hasta Fe*3. Se
adicionaron 0.03 g de muestra a 3.5mL de cloroformo: metanol (7:3), la mezcla se agito
por 10 segundos. Luego se tomé 1mL de la solucién anterior y se adicionaron 50 uL de
una solucién Fe**, la cual se preparé a partir de FeSOa4 (0.144 M), BaClz en HCI (0.4M)
y 50 pL de una solucién de NH4SCN (0.44M), se determind la absorbancia a una longitud
de onda de 510 nm en un espectrofotometro. Los resultados se expresaron como
miliequivalentes de oxigeno por kilogramo de aceite (meq Oxigeno/Kg de aceite).

3.8. Determinacion del contenido de sustancias reactivas con el acido 2-
tiobarbitarico (TBARS).

Esta se determiné a las grasas de extraidas de los chorizos con y sin AE, teniendo en
cuenta el procedimiento de Guzman-Chozas (Guzman-Chozas et al., 1997). En un frasco
de vidrio ambar se colocaron 5 ml del reactivo de TBA (acido 2- tiobarbittrico 0.02 M en
acido acético glacial al 90 %), y 0.5 g de grasa. El tubo se sumergi6 en un bafio de agua
a 90° C durante 45 minutos. También se prepard un blanco con el mismo procedimiento.
Los tubos se enfriaron en agua durante 10 minutos. Una porcion de la muestra se llevo
a una cubeta y se le midio la absorbancia a 532 nm. Los resultados se expresaron como
nmol equivalente de malo-aldehido (MDA) por kilogramo de muestra usando una curva

estandar.

3.9. Pruebade pH

Para esta prueba se utilizd un potenciémetro SI Analytics® provisto de un electrodo de
Vidrio combinado con compensacion de temperatura, aplicando el método por insercién,
el pH-metro se calibro utilizando soluciones buffer de 4, 7 y 10, se pesaron
aproximadamente 10 gramos de chorizo, se homogenizo macerando en un mortero y se
realizaron las lecturas por triplicado durante los dias 1, 8, 15 y 20 de almacenamiento

para cada tratamiento.
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3.10. Pruebas sensoriales
Se llevaron a cabo dos tipos de pruebas, heddnica de satisfaccién y las descriptivas para
perfil del sabor y textura, estas se realizaron en el laboratorio de control de calidad

Agroindustrial del Sena Aguachica.

Las pruebas de satisfaccion se realizaron por el método afectivo aplicando una prueba
hedonica verbal del nivel de agrado con un panel sensorial compuesto por 60 aprendices
del programa de tecnologia en procesamientos de alimentos del SENA, Centro
Agroempresarial Aguachica, de acuerdo a lo que establece la GTC: 293:2018 en su item
6.2 (Determinacion del tamafio de la muestra). Para la presentacién de los chorizos al
panel se aplic6 un disefio por bloques completamente aleatorizado, donde cada
consumido probo cada muestra una sola vez (monadica secuencial). Cada tratamiento
se codifico y se presento de forma aleatorizada, estas fueron calentadas previamente
hasta una temperatura de 70-72 °C aproximadamente, Los panelistas respondieron a las
encuestas para valorar los atributos de apariencia, olor y sabor para cada tratamiento
elaborado y establecidos en la ficha de cata. Se utilizé una escala heddénica discreta de
nueve puntos, donde 1, corresponde a “Me disgusta muchisimo” y el 9 corresponde a
“‘Me gusta muchisimo”. El valor sensorial de 4 fue tomado como el rango minimo de
aceptabilidad (Suarez H., et al., 2008).

La prueba descriptiva para los chorizos se realiz6 utilizando un panel de siete (7) jueces
entrenados, perteneciente al programa de tecnélogo en procesamiento de alimentos del
Centro Agroempresarial SENA Aguachica, que incluyo instructores de la red
Agroindustrial y Aprendices (estudiantes del programa, que recibieron formacion en
evaluacion sensorial), los cuales fueron seleccionados de acuerdo un programa de
analisis sensorial durante un periodo de un afio y teniendo en cuenta la GTC280:2017.
Los jueces fueron entrenados para mejorar la habilidad de identificar y evaluar los
atributos sensoriales del producto. A través del panel se identificaron inicialmente los
atributos sensoriales como color, olor, sabor y las propiedades de textura de acuerdo a
la NTC 3932:1996 (ldentificacion y seleccion de descriptores) y se les dio un orden de

percepcion a cada atributo. Dado que los aceites esenciales pueden inferir en los
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atributos sensoriales de un alimento y teniendo en cuenta que en la prueba TBARS
aplicada a los chorizos, los niveles de formacién de aldehidos se presentaron a partir del
dia 20, se establecio que desde ese momento no era seguro aplicar pruebas de tipo
sensorial. Se escogieron los mejores tratamientos de la prueba heddnica y se evalué el
grado de intensidad de cada atributo para los dias de almacenamiento 1, 8y 15, tomando
como partida no mas de 24 horas después de su elaboracion, utilizando una escala de
medicion 0 a 10 donde O corresponde a la no percepcion o ausencia del descriptor y 10
corresponde a muy fuerte o marcado, obteniendo asi los perfiles sensoriales de
tiempo/intensidad para los tratamientos seleccionados, teniendo en cuenta la NTC
3929:2009 para el perfil del Sabor y la NTC 4489:1998 para el perfil de textura, los
resultados definieron los cambios de las caracteristicas durante el almacenamiento y su

vida util.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Evaluacion quimicay antioxidante de los AE de Romero y Orégano
Los AE de las dos especies se caracterizaron por poseer propiedades fisicas comunes
como olor intenso y caracteristico, insolubilidad en agua y una tonalidad intermedia entre

amarillo ambar y verde olivo, dada la naturaleza de estas plantas.

En la Tabla 7., se muestra el rendimiento obtenido en la extraccién y las propiedades
fisicas de los AE, de cada una de las dos especies vegetales analizadas, obtenidos por

el método de hidrodestilacion asistida por microondas.

Tabla 7. Rendimiento y propiedades fisicas de los AE de Romero y Orégano

Analisis Orégano Romero
(Origanum vulgare) (Rosmarinus officinalis)
Rendimiento (%) 1,6775 + 0,3425 1,0275 + 0,3275
indice de refraccion 1,4780 + 0,0035 1,4660 + 0,0081
Densidad (g/ml) a 20°C 0,9291 + 0,0248 0,9111 + 0,0275

Fuente: El autor

De acuerdo a los resultados el AE de Romero presenta una densidad de 0,9111 g/ml e
indice de refraccion 1,466 lo cual concuerda con lo reportado por (Bonilla et al., 2016),
guienes obtuvieron valores de 0,91116 g/mly 1,4708 para densidad especifica e indice
de refraccion respectivamente, siendo este ultimo inferior en este estudio. Por su parte
el AE de orégano presenta una densidad de 0,9291 g/ml e indice de refraccion de 1,478,
gue contrasta con los resultados de (Torrenegra et al., 2015), siendo superior la densidad
con un valor de 0,9917 g/ml e inferior para el indice de refraccion con valor de 1,465, sin
embargo califica con lo que referencia en su investigacion, donde afirma que los AE con
indices de refraccion mayores a 1.47 y densidades superiores a 0,9 g/mL, tienen en su

composicién cantidades importantes de compuestos oxigenados aromaticos o aliciclicos.
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Se realiz6 la caracterizacidon de los componentes mayoritarios presentes en cada uno de
los AE obtenidos por hidrodestilacién asistida por microondas, mediante analisis

cromatograficos y espectrofotométricos (Ver Tabla 8.).

Tabla 8. Composicion quimica de AE de Romero y Orégano

AE Compuesto quimico colijrz(():ibdaebr:i:l?aag%) Detencién (min) % Relativo

Eucaliptol 99 7,778 48,09

a-pineno 96 5,376 13,19

Alcanfor 98 10,736 13,02

B-pineno 95 6,337 6,00

Romero Cariofileno 99 17,991 5,14
Camfeno 97 5,671 2,15

Borneol 94 11,342 2,13

p-cimeno 97 7,584 1,51

a-terpineol 89 12,066 2,93

Carvacrol 87 15,364 70,40

p-cimeno 97 7,594 9,29

y-terpineno 95 8,519 6,60

Orégano Timol 93 14,934 4,86
4-careno 93 9,662 1,21

Cariofileno 99 17,990 1,20

B-mirceno 86 6,788 1,18

a-pineno 96 5,362 1,13

Fuente: El autor

En la Tabla 8., se presentan los compuestos hallados en cada uno de los AE. Los
resultados son cualitativos y corresponden a porcentajes relativos a las sustancias
identificadas. Por lo tanto, los compuestos de mayor presencia tienen mayor porcentaje
relativo. En el andlisis se detectaron metabolitos secundarios pertenecientes a la familia
de los terpenos (Eucaliptol, a-pineno, alcanfor, cariofileno y B-pineno para el AE de
Romero y carvacrol, p-cimeno, y-terpineno y timol para el AE Orégano). Los tiempos de
retencién de los compuestos identificados, se encontraron dentro de los reportados por
la literatura para el Eucaliptol (5 — 15 min) a-pineno (5 — 10 min), Alcanfor (10 — 20 min)
y B-pineno (5 — 15 min) para el A.E de Romero, y Carvacrol (15 — 20 min), p-cimeno (5 —
15 min), y-terpineno (5 — 15 min) y Timol (10 — 15 min) para el Orégano (Agilent
Technologies, 2014). La concentraciéon de los compuestos identificados fue comparada
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con otros trabajos y se encontrd que algunos de ellos estan por encima de los reportados
en la literatura (Ver Tabla 9.).

Tabla 9. Comparacién de los principales compuestos de los AE con otros trabajos reportados en la

literatura
% Relativo
Especie Pais _ a- B- Autores
Eucaliptol . Alcanfor .
pineno pineno
R. officinalis Colombia 48,09 13,19 13,02 6,00 Fuente propia
R. officinalis Libia 24,07 13,03 455 2,45 (Elmhalli et al., 2019)
R. officinalis Tlnez 22,52 29,22 20,40 0,41 (Farhat et &l., 2017)
R. officinalis Iran 23,44 20,81 4,02 1,99 (Bajalan et al., 2017)
R. officinalis Iran 13,53 18,24 9,44 2,34 (Bajalan et 4l., 2017)
R. officinalis México 12,59 5,03 21,51 0,70 (Condgl'Hgg‘l"“?r;dez et
R. officinalis  Iran 9,43 27,49 8,69 . (A"p"”rzyofg‘)harkhiz’
R. officinalis  Iran 9,55 26,12 8,84 - (A"p"“rz%fg‘)harkhiz'
R. officinalis  Brasil 5220 12,40 15,20 1,80 (da Si"’azE(‘ﬁrg)ﬁm etal,
R. officinalis Serbia 43,77 11,51 12,53 8,16 (Raskovi¢ et al., 2014)
R. officinalis  Espafia 22,10 15,60 18,50 1,10 (Jordan et al., 2013)
Carvacrol . P~ Y- Timol
cimeno terpineno

O. vulgare Colombia 70,40 9,29 6,60 4,86 Fuente propia
0. vulgare Asraafé? 7020 4,50 5,60 220  (Khanet4l, 2018)
0. vulgare Sell 4,96 9,86 6,73 65,84  (Balusamy et al., 2018)
O. vulgare Italia 55,20 1,50 19,10 0,40 (Mastro et al., 2017)
0. vulgare Italia 50,80 1,30 22,70 1,50 (Mastro et al., 2017)
O. vulgare Italia 38,50 2,20 11,20 16,70 (Mastro et al., 2017)
O. majorana  Tunez -- 9,00 10,50 0,50 (Hajlaoui et al., 2016)
O. vulgare Turquia 16,11 13,45 4,64 58,31 (Sarikurkcu et &l., 2015)
0. vulgare India 6,90 11,99 17,67 33,92 (Raina y Negi, 2012)

: (Carneiro de Barros et
O. vulgare Brasil 57,71 10,91 7,18 3,83 4l.. 2009)
0. vulgare Alemania 74,90 4,50 8,20 3,70 (Azizi et &l., 2009)

Fuente: El autor

Dada la presencia de metabolitos secundarios tipo terpenos y fendlicos en los AE, se
evalué la capacidad antioxidante teniendo en cuenta que es una de las propiedades mas

importante atribuidas a estos compuestos. La capacidad antioxidante se determin6 con
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los andlisis de ORAC (hidrofilico y lipofilico) y DPPH. Los valores reportados en la Figura
4., representan las medias y los intervalos de confianza de las medias. Estos ultimos se
calcularon con el método minima diferencia significativa a un 95% de confianza.
Teniendo en cuenta que los intervalos de confianza no se solapan para cada tratamiento
independiente entre los AE de Romero y Orégano, se tiene que el AE de Romero posee
mayor capacidad antioxidante en comparacion al AE de Orégano, con un 95% de

confianza.

Figura 4. Capacidad antioxidante evaluada con los métodos de ORAC (hidrofilico y lipofilico) y
DPPH
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Fuente: El autor

4.2. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Origanum vulgare y
Rosmarinus officinalis, frente a Salmonella typhimurium.

Evaluada la composicion y capacidad antioxidante de los AE, se determiné la actividad
antimicrobiana de cada uno de los aceites de manera independiente. Esta se evalu6 con
Salmonella typhimurium, teniendo en cuenta que los AE se emplearian en un chorizo y
en este tipo de producto, esta bacteria puede crecer si no se tratan térmicamente por
encima de los 70°C. En la Tabla 10., se observan las diferentes concentraciones de los

AE. La presencia de los halos y medicidén de estos indicé que el AE esencial inhibio el
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crecimiento de Salmonella spp. Los valores en la Tabla 10., indican que la Concentracion
Inhibitoria Minima (CIM) para el Orégano y el Romero fueron de 0.2% (2000 ppm) y 0.025
(250 ppm), respectivamente. Estos valores estan en el orden de los reportados por
(Vasquez et al., 2014). Finalmente, los porcentajes de inhibicion fueron calculados con

la Ec.1 y se obtuvieron valores maximos de 64,83+/-2,53 % y 91,28+/-7,39 % para

Romero y Orégano, respectivamente.

Tabla 10. Actividad microbiana de los AE frente a Salmonella.

Concentracion

de AE (%)

Diametro Medio de halos (mm)

Inhibicién (%)

AE Romero AE Orégano AE Romero AE Orégano
™ 0,025 = T1656+-086" = " 3800+-198 000
| 0,050 17,80 +/- 0,62 N * 40,83 +/- 1,43 0,00 I
I 0,075 19,13 +/- 0,67 N ** 43,88 +/- 1,53 0,00 |
— =100 _ . 203340780 _ . 2 . . 4664178 . 000 _
0,200 20,47 +/- 0,74N 8,63 +/- 0,992 46,94 +/- 1,67 19,80 +/- 2,26
0,390 21,13 +/- 2,00 8,30 +/- 0,702 48,47 +/- 4,59 19,04 +/- 1,61
0,780 22,97 +/-0,75Km 10,93 +/-0,602 52,68 +/- 1,72 25,08 +/- 1.38
1,560 21,90 +/-0,75/kn 1950 +/-1,95° 50,23 +/- 1,73 44,72 +/- 4,48
3,125 24,80 +/-2,40% 21,96 +/- 2,89 56,88 +/- 5,51 50,38 +/- 6,56
6,250 24,47 +/- 1,10 K° 26,66 +/- 2,32 56,12 +/- 2,53 61,16 +/- 5,33
12,50 25,60 +/-0,90™%° 30,36 +/- 4,309 58,72 +/- 2,06 69,65 +/- 9,86
25,00 26,37 +/-0,50m° 33,26 +/-0,32¢ 60,47 +/- 1,15 76,30 +/- 0,74
50,00 28,27 +/-1,10°° 39,80 +/-3,22" 64,83 +/- 2,53 91,28 +/- 7,39
Control (+) 43,60 +/- 3,98 43,60 +/- 3,98 100 100
Control (_) ** ** ** **

(**) No presenta inhibicion. Diferentes letras como superindice indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) dentro de la misma columna para cada una de las concentraciones empleadas.

Fuente: El autor

Con el fin de saber si existian diferencias significativas entre las medidas registradas de
los halos de inhibicién, se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) en SPSS®. El andlisis
ANOVA confirmé que existen diferencias estadisticas significativas con un valor P< 0.05,
entre las muestras estudiadas. Por tal razon, se realizé un analisis de comparacion de

medias Tukey’s Least Significant Difference (LSD). El resultado de este analisis reveld
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gue las muestras se pueden agrupar en grupos homogéneos y/o heterogéneos. Los
primeros tienen caracteristicas similares entre si y el segundo caracteristicas diferentes.
Teniendo en cuenta lo anterior, se obtuvo que los valores con diferente superindice en

la Tabla 10., tiene diferencia significativa entre ellos con un 95% de confianza.

Figura 5. Cinética de inhibicién del aceite esencial de Rosmarinus officinalis
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Fuente: Autores

De acuerdo a los resultados obtenidos se pudo evidenciar que la cinética de inhibicion
de los AE de Roemero y Oregano sobre Salmonella typhimurium se requiri6 menor
concentracion del AE de romero frente a la aplicacion AE de Orégano para causar el
mismo efecto, es decir mientras para el Romero se aplicé hasta un 1% para tener un

efecto del 55% en la inhibicion, se requirié hasta un 5% en AE de Orégano para alcanzar

la mismas concentracién inhibitoria.
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Figura 6. Cinética de inhibicién del aceite esencial de Origanum vulgare
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Fuente: Autores

4.3. Actividad antimicrobiana del chorizo santandereano con adicion de aceites
esenciales.

La determinacion de la actividad antimicrobiana en los chorizos estandarizados y
formulados (Ver item 3.5), se realizé6 mediante Presencia o Ausencia de Salmonella en
chorizos sin inoculacion y con inoculacion de Salmonella typhimurium y por recuento de

Clostridium Sulfito reductor de acuerdo a la metodologia descrita en el item 3.6.

Se observé que la inoculacion de Salmonella typhi en los chorizos formulados con
diferentes concentraciones de AE de Orégano y Romero no tuvo crecimiento, de acuerdo
a la escala de MacFarland escala 0,5 (Ausente/25 g), sin embargo las muestras testigo
evaluadas evidenciaron crecimiento determinado como (Presencia/25 g); al inyectar el
patron MacFarland a escala 1 y 2 todos los tratamientos dieron positivo (Presencia/25
g), los aceites de Orégano y Romero no inhibieron el crecimiento de Salmonella
typhimurium en concentraciones iguales o superiores a 3x108 bacterias/ml, asi mismo
no hubo presencia de este microorganismo en la muestras de referencia (sin inoculacién
de Salmonella) (Ver Tabla 11.).

4.3.1. Recuento Clostridium sulfito reductores
Este andlisis es considerado como el recuento indicador mas importante de las bacterias

anaerobias. Varias especies del género Clostridium tienen la propiedad de reducir el ion
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sulfito a sulfuro, que en presencia de citrato férrico u otra sal de metales pesados da
colonias negras. Para este analisis se realiza la lectura mediante conteo de colonias
negras consideradas Positivas, el restante se reporta como Negativo. Los resultados
para todos los tratamientos fueron negativo, puesto que no se observaron colonias

negras, indicado como valor menor a 10 UFC.

Tabla 11. Presencia/ausencia Salmonella - Recuento Clostridium Sulfito Reductores

Formulaciones con inoculacién de Recuento Clostridium
Formulaciones Salmonella typhimurium ATCC 140785 Sulfito Reductores
sininoculacion  Concentracion Concentracion 1ot 102 10°
MacFarland 0,5 MacFarland 1y 2

T1 _Alﬁent_e/ZSE ?regncﬁlz?g - _Pr?sen_cia/759_ = <10 <10 <10l
lZ _Aﬁerlamiq - _Pregancﬁl/Z_Sg - _Pﬁsen_cia/_ZSQ_ - 10 <10 <_10‘

<
L T —

R1  Ausente/25g Ausente/25g Presencia /25¢g <10 <10 <10
R2  Ausente/25¢g Ausente/25¢g Presencia /25¢g <10 <10 <10
R3  Ausente/25¢g Ausente/25¢g Presencia /259 <10 <10 <10
01  Ausente/25g Ausente/25¢g Presencia /25¢g <10 <10 <10
02  Ausente/25g Ausente/25¢g Presencia /259 <10 <10 <10
03  Ausente/25g Ausente/25g Presencia /259 <10 <10 <10

Pruebas en chorizo santandereano realizadas por duplicado
Fuente: El autor.

4.4. Evaluacion de la estabilidad oxidativa del chorizo santandereano con

adicién de aceites esenciales.

Teniendo que los AE de Romero y Orégano, tuvieron una actividad antioxidante y
antimicrobiana, se procedio a evaluar el efecto de los antioxidantes sobre la estabilidad
oxidativa en un chorizo elaborado con y sin adicion de AE. Los resultados fueron
comparados con los testigos T1 (muestra de aceite extraido del chorizo sin contener AE
y sin nitrito) y T2 (muestra de aceite extraido del chorizo sin contener AE y con nitrito).

A cada muestra de chorizo se le aplico el método SOXHLET, para la extraccion de los
aceites. A estos, se les determind la estabilidad oxidativa (los chorizos estuvieron

almacenados a 4°C durante 42 dias y las muestras se analizaron cada 7 dias) a través
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de la cuantificacion del (1) Valor de Peroxido (VP) y (2) Especies Reactivas al Acido
Tiobarbitirico o TBARS. La primera se realizd, debido a que los perdxidos son
compuestos que se generan en la etapa inicial de la reaccion de la oxidacion de grasay

la segunda, porgue en la etapa final de la oxidacion se forman aldehidos.

Para analizar el efecto del nitrito sobre la cinética de los perdxidos, se realizé una
comparacion entre T1y T2 (Ver Figura 4.). El comportamiento cinético de T1 muestra la
tendencia caracteristica de una curva de oxidacién de grasas insaturadas (Badui, 2006).
En T1 se observa que durante el periodo comprendido entre cero y veinte dias existid
formacién de peroxidos; después se descompusieron. La tendencia decreciente
(después de veinte dias) y la percepcion de olores rancios, indicaron que el periodo
anaquel del producto cérnico sin conservante (sin sal nitral) finalizé. Por otro lado, la sal
nitral adicionada en el T2 hizo que la tendencia de VP fuera ascendente durante los 42
dias (no se presento rancidez) hasta valor cercano a 3 miliequivalentes de Oz por kg de
grasas. No obstante, el Codex Alimentario recomienda VP que no superen 10
miliequivalentes de peroxido por kg de grasas (Kanner y Rosenthal, 1992). Finalmente,
aunque el periodo anaquel del producto con sal nitral no finalizo (Ver Figura 4.), debe
tenerse en cuenta la capacidad inhibitoria de esta frente a microorganismos (Salmonella,
Escherichia coli, Listeria spp, Campylobacter, Clostridium perfringens y Yersinia

enterocolitica).
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Figura 7. Cinética de TBARS en los testigos (T1y T2)
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Fuente: a) Autores b) Adaptado Badui 2006.

En la Figura 7., se observa que el VP para un tiempo cero es mayor en T1 (3,108 £ 0,133
mMEQ.O2/Kg muestra) que en T2 (0,982 + 0,021 mEq.O2/Kg muestra). Teniendo en cuenta
gue el tiempo cero corresponde a 72 horas después de elaborado el chorizo, el producto
pudo ser afectado durante este tiempo por la humedad final (oxigeno del agua) con la
gue queda. Adicional a esto, durante el proceso de secado (3 horas aproximadamente
hasta alcanzar una temperatura de 72°C en el producto) el chorizo estuvo expuesto al

oxigeno del aire.
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El efecto de los AE sobre el VP de la grasa extraida del chorizo fue evaluado con base
al testigo T2 (sin AE y con sal nitral). En la Figura 8., (a y b) se observa que el
comportamiento de las muestras con diferentes concentraciones de AE de Romero
(0,025%, 0,05% y 0,075%, para R1, R2y R3, respectivamente) y Orégano (0,15%, 0,20%
y 0,39%, para O1, 02 y O3, respectivamente), tienen la misma tendencia que presenta
el T2, con variaciones ligeras durante el tiempo. A pesar de esto, existe una correlacion
directamente proporcional entre las curvas cuando aumentan las concentraciones de

Romero y Orégano.

De la Figura 8., (a y b) se puede inferir que con el AE de Romero y de Orégano se
formaron peréxidos durante los 42 dias de estudio y no se presento el pico observado en
T1 en la Figura 4. Por otro lado, si se tiene en cuenta que el Romero presentdé mejor
capacidad antioxidante con respecto al Orégano (Ver Figura 4.), esta no fue
diferenciadora en la cinética de los VP. En la Figura 8., (c) se constata también que
existen ligeras variaciones de los resultados al comparar los tratamientos con los valores

de concentraciones minimas y maximas.

Figura 8. Cinética de VP en las muestras con AE: (a) Romero, (b) Orégano y (c) concentraciones

de Romero vs Orégano.
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Para evaluar el efecto de la adicion de sal nitral en el chorizo sobre la cinética de los
productos que se generan al final de la oxidacion de las grasas (aldehidos), se realizé la
medicion del malo-aldehido (MDA) con TBARS. En la Figura 9., se observa que el
producto céarnico sin sal nitro (T1) a los 15 dias, tiene valores TBARS cercanos a 1 nmol
equivalente de MDA /kg de muestra (valor que se considera alto en una grasa), dias en
los cuales el periodo anaquel del chorizo estaba finalizando. En el caso de T2 a los 42
dias se obtuvieron valores TBARS inferiores a 0,5 nmol equivalente de MDA/kg de
muestra. Aunque los valores son aceptables, es necesario tener en cuenta que el nitrito
presente en los productos afecta el TBARS, debido a que en la destilaciéon de la grasa

se presenta la nitrosacion del MDA (Hoyland y Taylor, 1991; Osawa et &l., 2005; Venegas
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y Pérez, 2009). En este caso se debié agregar sulfanilamida antes de la destilacion

(Shahidi y Hong, 1991; Venegas y Pérez, 2009).

Figura 9. Cinética de TBARS en los testigos (T1y T2).
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Fuente: Izquierda: Autores Derecha Adaptado Badui 2006.

En la Figura 10., se observa que los valores de TBARS para el AE de Romero y Orégano
esta por encima del T1. Las diferencias puede obedecer a que la estabilidad del complejo
TBA-MDA se ve afectada porque las proteinas carnicas ligadas al MDA forman
compuestos estables y durante el proceso es dificil liberar todo el MDA sin emplear calor
y acidos fuertes (SIU y DRAPER, 1978; Venegas y Pérez, 2009).
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Figura 10. TBARS en grasa-AE: (a) Romero, (b) Orégano y (c) Romero y Orégano.
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4.5. Estimacion de vida atil por evolucion de pH durante el almacenamiento

Los valores de pH fueron tomados para cada tratamiento por triplicado durante los dias
de almacenamiento 1, 8, 15y 20. Los resultados en la Tabla 12., muestran diferencias
significativas entre los dias de almacenamiento en cada uno de los tratamientos
desarrollados. El pH es una variable a tener en cuenta para estimacion de la vida (til,
estudios demuestran que a medida que pasan los dias de almacenamiento del producto,
esta variable se torna mas acida; lo cual indica que la oxidacidén de las grasas es un
proceso natural durante el almacenamiento. Para este caso se empleo carne de cerdo y
tocino, encontrando que el pH de la carne utilizada para los tratamientos presentaba
valores por encima de los niveles normales (pH mayores a 6), si bien el pH de la carne
se produce por establecimiento del rigor mortis y la maduracion, se considera que
medidas por encima de 5,9 puede asociarse a carnes oscuras, duras y secas o DFD
(Dark, Firm, Dry, por sus siglas en inglés), esto significa que valores elevados de pH
puede hacer que se vea afectado el producto, ya que la carne se hace mas susceptible

a ataque de microrganismos (Brafia Varela et al., 2011).

Tabla 12. Evolucién del pH con el tiempo almacenamiento para cada tratamiento.

Valores de pH/ dias de almacenamiento
1 DIAS 8 DIAS 15 DIAS 20 DIAS

T1 6,138 + 0,017 6,046 * 0,012 5999 =+ 0,027 5994 =+ 0,014
T2 6,136 = 0,026 6,061 =+ 0,007 6,044 =+ 0,010 6,040 =+ 0,012
R1 6,057 + 0,012 6,037 + 0,008 6,000 * 0,023 5961 =+ 0,058
R2 6,132 = 0,028 6,115 =+ 0,017 6,093 + 0,014 5990 =+ 0,002
R3 6,090 + 0,023 6,058 * 0,032 6,038 + 0,031 5941 =+ 0,019
01 6,105 * 0,003 6,057 =+ 0,021 6,052 + 0,015 6,000 += 0,033
02 6,108 + 0,021 6,104 =+ 0,014 6,094 + 0,006 6,054 =+ 0,004
03 6,097 *= 0,022 6,080 =+ 0,025 6,067 + 0,019 6,038 =+ 0,003

Valores analizados con 95% de confianza

Fuente: Autores

Para el caso del testigo T1 se encontraron diferencias significativas para el valor del pH
con valores que van desde 6,138 + 0,017 para el primer dia 1 hasta 5,994 + 0,014 a los
20 dias, esto significa que la no adicién de conservantes quimicos ni de AE derivo en

una acidificacion del producto acortando su vida util, sin embargo, en este testigo no se
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encontré diferencias entre los dias 15 y 20 dado que ya desde dias antes se habria
producido la acidificacion. Caso contrario ocurrié con el tratamiento testigo T2, el cual,
aunque tuvo diferencias significativas en los valores de pH entre los dias 1 y 8, no
encontré diferencias entre los dias 8,15 y 20 demostrando control en la acidificacién del
chorizo con valores de pH de 6,136 + 0,017 hasta 6,040 + 0,012 (Ver Figura 11.). Esto
puede asociarse a la adicién de la sal nitro en las concentraciones permitidas para este

tipo de productos.

Figura 11. Comparacion de los valores de pH en los testigos (T1y T2).
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Los valores de pH en los tratamientos formulados con AE de Romero presentaron mayor
acidificacion dado la degradacion en el tiempo de los antioxidantes presentes en este AE
gue inhiben la oxidacion lipidica tal como lo afirma (Estévez et al., 2007), en comparacion
al testigo T2 con conservante quimico, con una caida abrupta del pH entre los dias 15y
20 de almacenamiento (Ver Figura 12. (a)), encontrandose diferencias significativas entre
las medias de los valores del pH para los dias de almacenamiento y entre los

tratamientos comparados.
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Figura 12. Comparacion de Medias de los valores de pH en los tratamientos con AE: (a) Romero,

(b) Orégano y (c) concentraciones de Romero vs Orégano.
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A pesar de que los tratamientos con AE de Romero demostraron ser mas eficaces en el
control de Salmonella spp., los valores de pH acidos observados en los tratamientos
formulados con este AE, pueden generar confusion en cuanto a la efectividad de
inhibicion de actividad antimicrobiana, pues un pH &cido permite el crecimiento de
microorganismos, sin embargo, la acidificacion en los tratamientos formulados con
Romero, se asocia a la oxidacion de las grasas reflejado en los resultados de las pruebas
de VP y TBARS en los mismos periodos de almacenamiento. Dado que los chorizos
fueron formulados con tocino fresco, por lo cual si no se tiene especial cuidado en la
refrigeracion répida después del sacrificio, puede derivar en enrranciamiento del
producto (Campos, 2013).

En el caso de los tratamientos formulados con AE de Orégano, no se encontraron
diferencias significativas en los valores del pH para los dias 1, 8 y 15, para el dia 20 esta
variable descendi6 para todos los tratamientos formulados con este AE, no
encontrandose diferencias significativas con el testigo T2. Asi mismo al comparar los
valores de pH entre los AE de Romero y Orégano, encontramos que presentan mayor
acidificacion los formulados con Romero (Ver Figura 12. (c)). Si bien el pH es uno de los
parametros que establecen la vida util de un producto, en ninguno los valores de pH
encontrados para los tratamientos formulados con AE se encontraron valores por debajo
de 5.4 por lo que no encontraron caracteristicas de putrefaccién ni de coloracién verde

caracteristico de productos en mal estado (Campos, 2013).

4.6. Evaluacion sensorial del producto final

De acuerdo con los resultados obtenidos en los analisis microbioldgicos, VP y TBARS,
se aplicé el analisis sensorial en los dias 1, 8 y 15 de almacenamiento, teniendo en
cuenta que este tiempo es inferior al periodo anaquel del producto; ademas durante ese
lapso el valor TBARS fue inferior a 1 nmol equivalente de MDA/kg de muestra (valor que

se considera alto en una grasa), lo que indica la oxidacion lipidica en el producto.
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4.6.1. Prueba heddnica verbal del nivel de agrado

Para esta prueba se encontraron diferencias significativas (P<0,05) entre los
tratamientos a través de la aplicacion de la Analisis de varianza (ANOVA) presentados
enla Tabla 12., asi mismo mediante la aplicacion de la prueba de comparacién de medias
de Tukey, se encontré que el mejor tratamiento en cuanto al atributo Apariencia fue R1
(Aplicacion de Aceite de Romero) con una media de 7,57 +/- 1,06 puntos (Ver Tabla 13.),
gue se ubica entre “me gusta moderadamente” y me “gusta mucho”, en la misma prueba
se encontrd que no existieron diferencias significativas de este tratamiento con T1; T2;y
02, esto significa que para los panelistas no hubo discriminacién en cuanto a la
apariencia asociada al color rojo tradicional de este tipo de embutidos cérnicos, por lo

gue tienen la misma preferencia con el tratamiento al cual se le aplico sal Nitral (T2).

Tabla 13. ANOVA por atributo sensorial obtenidos de la prueba heddnica con panel de

60 jueces
FUENTE DE VARIACION Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
APARIENCIA Tratamientos 116,100 7 16,586 7,251 0,000
Error Experimental 1079,600 472 2,287
Total 1195,700 479
OLOR Tratamientos 393,700 7 56,243 15,693 0,000
Error Experimental 1691,600 472 3,584
Total 2085,300 479
SABOR Tratamientos 2048,725 7 292,675 97,471 0,000
Error Experimental 1417,267 472 3,003
Total 3465,992 479

Fuente: Autores-SPSS®

Para el Olor los panelistas eligieron nuevamente los chorizos formulados con Romero al
0,025% (R1) con una media en puntuacion 7,83 +/- 1,11, de igual forma no se
encontraron diferencias significativas con los tratamientos T1, T2 y R2, este resultado
puede asociarse a la evocacion del olor caracteristico del chorizo santandereano
relacionado con las especias y en este caso al Romero, los valores mas bajos para este
atributo lo obtuvieron los chorizo formulados con Orégano (Ver Figura 13.), los cuales

tuvieron diferencias significativas con respecto a los mejores tratamientos (R1, T1, T2y
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R2), lo cual pudo estar relacionado con las concentraciones aplicadas, las cuales se
establecieron en el orden del 0,150% (1500ppm) en adelante, razén asociada a las

observaciones de los panelistas referentes a la percepcion de olores muy marcados.

Figura 13. Nivel de agrado medio de Apariencia, Olor y Sabor para los chorizos formulados.
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Siendo que el objeto de esta investigacion es la aplicacion de los AE en chorizos
santandereanos, es claro que el atributo que mas relevancia tiene es el Sabor, para este
atributo los panelistas fueron mas criticos, por lo que se pudo descartar los tratamientos
gue mas baja puntuacion obtuvieron, que en este caso fueron O3 con una media 2,40
+/- 1,50 puntos, O2 con 2,83 +/- 1,90 puntos cuya ubicacién en el nivel de agrado esta
entre “me disgusta mucho” y “me disgusta moderadamente” y R3 con 3,67 +/- 1,92
puntos con nivel de agrado entre “me disgusta moderadamente” y “me disgusta
ligeramente”, esto se pudo asociar a sabores fuertes de Orégano y Romero debido a sus
altas concentraciones para O3 con 0,39% (3900ppm) y R3 con 0,075% (750ppm), asi
mismo los panelistas manifestaron su desagrado con estos tratamientos asociado a una

sensacion de astringencia y amargura en los chorizo. Conociendo que los chorizos se
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formularon con los niveles de AE establecidos de acuerdo a su CIM, se corria el riesgo
de la no aceptacion de las formulaciones por parte del panel sensorial, tal como se
evidencio en los resultados. De acuerdo a la prueba de comparacion de media de Tukey
el mejor tratamiento para el atributo sabor fue T1 con una media de 8,00 +/- 1,54 puntos
ubicados en el nivel de agrado “Me gusta Mucho” seguidos de T2 con 7,37 +/- 1,12 puntos
y R1 con 7,13 +/- 1,70 puntos, entre los cuales no se encontr6 diferencias significativas,
siendo este ultimo, el mejor tratamiento en cuanto al atributo sabor con aplicacion de AE
(Ver Tabla 14.).

Tabla 14. Nivel de agrado por atributo sensorial obtenidos de la prueba heddnica.

Atributo
Tratamiento Apariencia Olor Sabor
T1 7,30 +/- 1,33a¢ 7,63 +/-1,122 8,00 +/- 1,542
T2 6,77 +/- 1,323defghi 7,10 +/- 1,532 7,37 +/- 1,122
R1 7,57 +/- 1,062dk 7,83 +/-1,112 7,13 +/- 1,702
R2 6,83 +/- 1,28peimno 7,47 +/- 1,702 6,13 +/- 1,84¢
R3 6,33 +/- 1,61MPar 5,97 +/- 2,28¢d 3,67 +/- 1,92¢
o1 6,10 +/- 1,699mps 6,33 +/- 1,92°cf 4,10 +/- 2,14
02 7,07 +/- 1,65¢knd 5,90 +/- 2,394 2,83 +/- 1,90¢d
03 6,23 +/- 1,96/’ 5,17 +/- 2,53¢9 2,40 +/- 1,504

Letras iguales por atributos no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, para un
nivel de confianza del 95%.

Fuente: Autores

4.6.2. Pruebas descriptivas para perfil del sabor y textura

Esta prueba se realiz6 para los mejores tratamientos obtenidos mediante analisis
estadisticos y prueba de diferencias de medias de Tukey, se analizaron los atributos de
Sabor y Textura para cada tratamiento durante un periodo de almacenamiento de 15
dias. Los resultados mostraron que para el tratamiento sin aplicacién de sal conservante
y AE (T1), no hubo diferencias entre los atributos asociados a los sabores salado,
condimentado (caracteristico a las especias utilizadas) durante el almacenamiento,
mientras que si encontraron diferencias significativas en el sabor acido fermentado
detectado en los chorizos después del 8° dia de almacenamiento (Ver Figura 14.), con

valores de 3,9 +/- 0,67 puntos correspondiente a una intensidad de “leve” para la escala
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asignada a un tiempo de 15 dias de almacenamiento , esto puede deberse a lo ya
encontrado en analisis de TBAR, dado el comienzo de la formacién de peroxidos que
pueden causar sabores desagradables en el producto. La fermentacion tradicional de la
carne es un fenomeno biolégico complejo llevado a cabo por la accion deseable de
ciertos microorganismos autoctonos que provienen del equipo, el medio ambiente y la

materia prima (Quijada et &l., 2018).

En cuanto a las propiedades de textura hay que destacar que los chorizos conservaron
una buena cohesion de granos (carne picada), esto se debidé principalmente a la
solubilizacion de las proteinas durante el mezclado y el control de temperatura durante
todo el proceso de elaboracion, lo que proporciono una buena emulsion carnica. Los
resultados mostraron no que hubo variacién en las propiedades de dureza, sensacion
grasa (en boca), granulosidad (asociada a la cohesividad entre los granos de carne
picada), jugosidad y acetosidad (desde el punto desde la apariencia del producto una
vez calentada la muestra), sin embargo, si se pudo detectar por parte de los panelistas
una leve disminucion en la masticabilidad, asociada al numero de mordiscos necesario
para desintegrar el chorizo en su totalidad a un tiempo de almacenamiento de 15 dias.
(Fenandez-Fernandez et al., 1997) encontraron que, durante el curado en chorizos
fermentados, el pH disminuyo inicialmente y luego aumento nuevamente; este patron se
reflejé en un aumento del sabor acido, asi mismo disminuyo el contenido de humedad y
la actividad del agua, aumenté la dureza, reflejando en la reducciéon observada en la

jugosidad.
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Figura 14. Comparacion de los niveles de percepcion en puntos del atributo sabor y propiedades
de textura para el tratamiento T1 (Testigo sin Nitrito y Sin AE) para los dias 1, 8 y 15 de

almacenamiento.
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Fuente: Autores

En el caso de tratamiento T2 se encontraron similitudes con el tratamiento T1 en cuanto
a los perfiles de sabor y textura, se encontré diferencias significativas en los dias de
almacenamiento para este tratamiento en cuanto a la caracteristicas jugosidad con
valores que variaron de 7,5 +/- 0,64 puntos (intensidad marcada) para el dia 1 a 5,8 +/-
1,18 puntos (intensidad entre leve y moderada) para el dia 15 de almacenamiento , esta
pude ser causada por la aplicacién de la sal nitral y la exudacion de jugos encontradas
durante el almacenamiento, asi mismo en este tratamiento se dieron valores leves del
sabor acido fermentado, 1,40 +/- 0,50 puntos para dia 1y 1,86 +/- 0,24 puntos para el
dia 15 (Ver Figura 15.), correspondiente a una intensidad de “muy leve”, caracteristico

en este tipo de productos.
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Figura 15. Comparacion de los niveles de percepcion en puntos del atributo sabor y las

propiedades de textura para el tratamiento T2 (Testigo con aplicacion Nitrito a 200ppm) para los

dias 1, 8 y 15 de almacenamiento
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El tratamiento R1 fue el mejor de los tratamientos con aplicacion de AE, al igual que en

los tratamientos T1 y T2 se encontro una leve aparicion del sabor acido-fermentado, en

la evaluacion durante los dias 8 y 15 de almacenamiento con valores leves de 2,9 +/-

0,73 puntos para los 15 dias de almacenamiento (Ver Figura 16.), sin embargo, este

sabor es caracteristico en este tipo de productos como se menciono anteriormente y se

incrementa a medida que transcurre la vida atil del mismo, sintiéndose mas marcado en

las ultimas de dias de su periodo de anaquel. Para este tratamiento no se encontraron

diferencias significativas en los sabores salado y condimentado, y de igual forma para

las propiedades de textura.
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Figura 16. Comparacion de los niveles de percepcion en puntos del atributo sabor y propiedades
de textura para el tratamiento R1 (Aplicacion AE de Romero al 0,025%) para los dias 1, 8 y 15

de almacenamiento.

R1

S. Salado
8,00

Aceitosidad S. Condimentado

Masticabilidad S. Mentolado (Romero)

Jugosidad S. Acido fermentado

——R1-1dia
—=—R1 -8 dias
Granulosidad ~e—R1 -15 dias

Sensacién Grasa Dureza

Fuente: Autores

El tratamiento O1 (aplicacion de AE de Orégano al 0,150%) fue el de mejor calificacién
en el panel hedonico para los tratamientos con aplicacion de este AE, sin embargo, en
la evaluacion alcanz6 un nivel de agrado de 4,10 +/- 2,14 puntos equivalente a “me
disgusta ligeramente”, se procedid a evaluar este tratamiento dado que en esta
investigacion uno de los propdésitos fue evaluar la calidad sensorial de los chorizos con
aplicacion de los AE. Los resultados encontrados en este tratamiento son concordantes
con los obtenidos en la prueba hedodnica, en los chorizos formulados con AE de Orégano
se identifico ademas de los sabores caracteristicos salado, condimentado y el mismo
Orégano, se encontré un sabor amargo con gran intensidad, causando un sabor
desagradable en el producto. Hay que considerar que este atributo fue encontrado en la
mayoria de las muestras formuladas con AE de Orégano durante la prueba hedonica,
sobre todo a medida que aumentaba su concentracion en la muestra; asi mismo se

observo que los chorizos con AE de Orégano eran mas secos, menos jugoso y asi mismo
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menos masticables (Ver Figura 17.), también se observd mayor exudacién de grasas

durante el calentamiento y perdida de jugos.

Figura 17. Comparacion de los niveles de percepcién en puntos del atributo sabor y las
propiedades de textura para el tratamiento O1 (Aplicacion AE de Orégano al 0,150%) para los

dias 1, 8 y 15 de almacenamiento.

01 s. Salado

Aceitosidad

S. Condimentado

Masticabilidad S. Orégano
Jugosidad S. Acido fermentado
Sensacion Grasa Dureza
—-01-1dia
Granulosidad ——01 -8 dias
—e—01 -15 dias

Fuente: Autores
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Figura 18. Comparacion de los niveles de percepcion en puntos del atributo sabor y
propiedades de textura para los diferentes dias de almacenamiento: a) 1 dia; b) 8 dias;
c) 15 dias.

1 DIA

S. Salado

Aceitosidad S. Condimentado

Masticabilidad S. Acido fermentado

Jugosidad Dureza

T2 -1dia
Sensacién Grasa Granulosidad —s—R1 -1 dia
——01 -1dia
-#-T1-1dia

8 DIAS

S. Salado

_ ~=-T2 -8 dias

Sensacién Grasa ‘Granulosidad ——R1 -8 dias
——01 -8 dias

—+~T1 -8 dias

15 DIAS

S. Salado

"~/ Dureza

! P ~-T2 -15 dias

Sensacién Grasa ‘Granulosidad ——R1-15 dias
——01-15 dias

—=T1 -15 dias

Fuente: Autores
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CONCLUSIONES

El aceite esencial de Rosmarinus officinalis presenté mayor actividad antioxidante
(DPPH y ORAC) y microbiana en comparacion al aceite esencial de Origanum

vulgare

A diferencia de la sal nitral (200 ppm), los chorizos suplementados con aceites
esenciales de Romero u Orégano inhibieron el crecimiento de Sallmonela

inoculada.

Tomando como base la CMI (Menor en el AE de Romero) para cada uno de los
aceites suplementados en los chorizos, se encontré6 que ambos tienen efecto
sobre la estabilidad oxidativa (VP y TBARS) pero con ligeras variaciones entre

ellos.

Los niveles de VP y TBARS tuvieron ligeras variaciones con respecto a los

chorizos comunmente elaborados con sal nitral.
El incremento de suplementacién con aceite esencial en los chorizos genera

disminucién en su aceptabilidad e incluso derivar en el rechazo absoluto del

producto.
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RECOMENDACIONES

Estudiar el efecto de la nitrosacion en la estabilidad oxidativa de las grasas en

productos carnicos.

Evaluar la estabilidad oxidativa de los chorizos a diferentes temperaturas en

productos carnicos como chorizo santandereano.

Realizar andlisis sensorial con jueces entrenados y expertos.
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Anexo A
cODIGO: F-RA-23 @

VERSION: 03 PQl
INFORME DE
RESULTADOS FECHA DE CREACION: 2019-01-14 \-\vi

Pagina 1 de 4 -—

-
Referencia de informe PQIl-Jose Orozco-Unicesar-2019-02-18

Referencia de la cotizacion | PQI-04-Jose Orozco-Unicesar-2019-01-24

Identificacién del item de ensayo

Producto Aceite de romero y orégano
Fecha de recepcioén 2019-02-14
Rétulos internos PQI-765-190214;PQI-766-190214
Observaciones Ninguna
Informacion del solicitante
Entidad Universidad Popular del Cesar
Persona de contacto José Alejandro Orozco Ochoa
Teléfono 3116545881 / 035-5657700
Correo electrénico joseorozco@unicesar.edu.co
NIT 892300285-6
Ciudad (Departamento) — Pais Aguachica- Cesar
Informacién del item de ensayo (suministrado por el cliente)
item 1 Aceite Romero
item 2 Aceite esencial orégano
RESULTADOS

Las muestras de aceite de romero y aceite de orégano fueron analizadas en un
cromatografo GC-MS marca Agilent Technologies, empleando una columna DB-5HT y un
programa de temperatura que inicia a 40°C hasta una temperatura final de 290°C. Para
el analisis se tomo como referencia el catalogo esencial de espectroscopia y
cromatografia GC y GC/MS 2013 (pagina 482, identificacion de 127 compuestos en una
fragancia) de la misma Compafiia Agilent Technologies.

A continuacién, en las tablas 1 y 2 se presentan los diferentes componentes hallados
para cada una de las muestras; en las figuras 1 y 2, se presentan los correspondientes
cromatogramas de cada muestra (NI: No identificado / NA: No aplica). De acuerdo al
servicio cotizado, se debera tener presente que los resultados presentados en este
informe son cualitativos y corresponden a porcentajes relativos a las sustancias
identificadas y no corresponden a un anélisis cuantitativo de la muestra total:

Carrera 53 61-30. SIU-Torre 2, Lab. 329, Tel.: (574) 2196587. Medellin Colombia
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Tabla 1 Compuestos identificados de la muestra de aceijte de Romero

COMPUESTO PROBABILIDAD | TIEMPO |%RELATIVO

Bicyclo[3.1.0]hex-2-ene, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- 90 5,239 0,12
1R-.alpha -Pinene 96 5,376 13,19

Camphene 97 5,671 215

Bicyclo[3.1 1]heptane, (E‘SI,éi)—dimethyl-?—methylene-, 05 6,337 6.00
3-Octanone 95 6,676 0,10

NI NA 6,788 0,82

-alpha_-Phellandrene 94 7,047 0,43

3-Carene 94 7,193 0,10

1,3-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- 95 7,371 0,22

Benzene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- 97 7,584 1,51
Eucalyptol 99 7,778 48,09

1,4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- 97 8,495 047
Cyclohexene, 1-methyl-4-{1-methylethylidene)- 97 9,28 0,15
NI NA 9,659 1,13
Camphor 98 10,736 13,02

NI NA 11,082 0,08
Bicyclo[2 2 1]heptan-2-ol, 1,7, 7-trimethyl-, (15-endo)- 94 11,342 213
1,4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- 86 11,673 0,98
3-Cyclohexene-1-methanol, alpha_, alpha 4-trimethyl- 89 12,066 293
Cyclohexene, 3-methyl-6-(1-methylethylidene)- 96 12,254 0,14
Bicyclo[3.1.1]hept-3-en-2-one, 4,6 6-trimethyl-, (1S)- 97 12,504 0,09
3-Carene 93 13,887 0,08

Bicyclo[2 .2.1]heptan{-‘lzéc_nén‘ldgf-tr|methyi-, acetate, 97 14,625 0,27
Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- 94 15117 0,10
Caryophyllene 99 17,991 5,14
-alpha_-Caryophyllene 95 18,809 0,54
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Figurai: Cromatograma de la muestra de aceite de Romero
Tabla 2 Compuestos identificados de la muestra de aceite de Orégano
COMPUESTO PROBABILIDAD | TIEMPO | %RELATIVO
Bicyclo[3.1.0]hexane, 4-methyl-1-(1-methylethyl)-,
didehydro derniv. 94 5,238 023
1S-.alpha.-Pinene 96 5,362 1,13
Bicyclo[3.1.1]heptane, 6, 6-dimethyl-2-methylene-, (1S)- 95 6,329 0,41
Bicyclo[2.2 1]heptane, 2 2-dimethyl-3-methylene-, (1S)- 87 6,525 0,04
beta -Myrcene 86 6,788 1,18
_beta -Phellandrene 87 7,026 0,08
(+)-4-Carene a7 7,37 0,91
Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)-, (R)- 96 7,494 0,11
Benzene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- a7 7,594 9,29
NI NA 7,685 0,08
Eucalyptol 94 7,718 0,23
1.4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- a5 8,519 6,60
Cyclohexene, 4-methyl-1-(1-methylethenyl)- 93 8,79 0,07
Bicyclo[2 2 1]heptan-2-one, 1,3, 3-timethyl- 91 9,22 0,03
Bicyclo[4.1.0]hept-2-ene, 3,7, 7-trimethyl- a7 9279 0,14
4-Carene 93 9,662 1,21
Borneol 91 11,344 0,36
NI NA 11,678 0,82
NI NA 12,061 0,06
3-Cyclohexene-1-methanol, alpha., alpha 4-trimethyl- 91 12,218 0,19
2-Cyclohexen-1-one, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, (R)- 94 13,764 0,05
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Thymol 93 14,924 4,86
Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- a7 15,364 70,40
Caryophyllene 99 17,99 1,20
Caryophyllene oxide 83 21,824 0,27
Bicyclo[4.1.0]hept-3-ene, 3,7, 7-tnmethyl-, (1S)- 92 28,57 0,05
3.52407 16.364
32,07 i
: l
2.5a407 |
22407
7.504
1.52.07T 8510
1840T:
14.
5000000
5862 67631 9660 T 17500
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Figura 2: Cromatograma de la muestra de aceite de Orégano
Notas:

¢ Se prohibe la copia, reproduccién o distribucién de este reporte sin la autorizacion

por escrito del Laboratorio.

Los resultados presentados en este reporte solo aplican para el item analizado.

Cualquier duda relacionada con mucho gusto sera atendida.

Luis Alberto Rios.

Director Grupo Procesos Quimicos Industriales
Universidad de Antioquia.

Vo.Bo. Fernando Cardefio

Coordinacion técnica
Laboratorio PQI

Final del informe de ensayo
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Anexo B

SEDE MEDELLIN

FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE BIOCIENCIAS

ANALISIS MICROBIOLOGICO DE ALIMENTOS INFORME No #-17

INFORMACION DEL CLIENTE

Razon Social Universidad Popular del Cesar
g:p;l;re del Solicitante / José Alejandro Crozco

Numero Telefénico / Fax 584-57-20

NIT 6 Cédula de Ciudadania | 892300285-6

Direccion: Balveario Hurtado Salida

E. MAIL

INFORMACION DE LA MUESTRA

Procedencia de la muestra

Evaluacion del efecto conservante y Antioxidante del
Descripcic’)n de la muestra Aceite esencial de Origanum vulgare y Rosmarinus
officialis en chorizo santanderiano

Lote

Fecha y hora de muestreo

Fecha y hora de recepcién

Fecha y hora de analisis 13-06-17 Hora: 2:00 -6:00 pm
Fecha de entrega 27-09-17

Peso de la muestra g. 100 mL

Peso de muestra suficiente si

Condiciones en que llego la

muestra Frascos

Calle 59A N° §3-20, Autopista Norte - Bloque 11, Oficina 220
Teléfono: (57-4) 430 93 41 Conmutador: (57-4) 430 90 00 Ext. 49341 Fax: (57-4) 430 93 41

Cormeo electrénico: biocien_med@unal edu.co

Medellin, Colombia, Sur América
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
SEDE MEDELLIN
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE BIOCIEMCIAS

Aceite esencial de Oregano

CODIGO Tamaiio del Halo (mm) Duplicado (R2) Duplicado (R3) Media

102 (AEO1) 37,60 38,30 43,50 39,80
103 (AEO2) 33,50 32,90 33,40 33,27
104 (AEO3) 30,30 26,10 34,70 30,37
105 (AEO4) 25,80 29,30 24,90 26,67
106 (AEO5) 21,30 25,10 19,50 21,97
107 (AEQS) 17,60 21,50 19,40 19,50
108 (AEOT) 11,00 10,30 11,50 10,93
109 (AEOS) 8,60 7,50 8,80 8,30
110 (AEOQ9) 9,10 7,50 9,30 8,63
111 (AEO10) 0,00 0,00 0,00 0,00
112 (AEO11) 0,00 0,00 0,00 0,00
113 (AEO12) 0,00 0,00 0,00 0,00
114 (AEO13) 0,00 0,00 0,00 0,00
Control - 0,00 0,00 0,00 0,00
Control + 45,80 46,00 39,00 43,60

Observaciones:111 ( AEC 10), 112 (AEO 11), 113 ( AEO 12) Y 114 (AEO 13). No presenta
halos de inhibicion significativo, por lo tanto, la Salmonella thypimurium fue resistente a
las diferentes concentraciones de aceite esencial Orégano.

Las concentraciones menores al numeral 8 (1-9) tuvieron halos de sensibilidad
significativos. Por lo cual en este caso hay efectividad microbiana contra la Salmonella
thypimurium
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ESCUELA DE BIOCIENCIAS

ANALISIS MICROBIOLOGICO DE ALIMENTOS INFORME No #-17

INFORMACION DEL CLIENTE

Razon Social

Universidad Popular del Cesar

Nombre del Soclicitante /
Cargo

José Alejandro Orozco

Numero Telefonico / Fax

584-57-20

NIT ¢ Cedula de Ciudadania

892300285-6

Direccion:

Balveario Hurtado Salida

E. MAIL

INFORMACION DE LA MUESTRA

Procedencia de la muestra

Descripcidon de la muestra

Evaluacion del efecto conservante y Antioxidante del
Aceite esencial de Origanum vulgare y Rosmarinus
officialis en cherize santanderiane

Lote

Fecha y hora de muestreo

Fecha y hora de recepcion

Fecha y hora de analisis

13-06-17 Hora: 2:00 -6:00 pm

Fecha de entrega 27-09-17
Peso de la muestra g. 100 mL
Peso de muestra suficiente si
Condiciones en que llego la

muestra Frascos

Calle 59A N° 63-20, Autopista Norte - Blogque 11, Oficina 220
Teléfono: (57-4) 430 93 41 Conmutador: (57-4) 430 90 00 Ext. 49341 Fax: (57-4) 430 93 41

Cormreo electrénico: biocien_med@unal.edu.co

Medellin, Colombia, Sur América
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Aceite esencial de Romero

COoDIGO Tamaiio del Halo (mm) Duplicade (R2) Duplicado (R3) | Media

115 (AER1) 294 28,2 27,2 28,27
116 (AER2) 26,9 25.9 26,3 26,37
117 (AER3) 24,7 25,6 26,5 2560
118 (AER4) 244 256 234 24 47
119 (AERS) 25,6 26,7 22,1 24,80
120 (AERS®) 227 21,2 21,8 21,90
121 (AERT) 221 23,4 234 2297
122 (AERS) 19,6 23,4 20,4 2113
123 (AER9) 21,3 20,2 19,9 2047
124 (AER10) 20,1 19,7 21,2 20,33
125 (AER11) 18,4 19,3 19,7 1913
126 (AER12) 17,6 18,5 173 17,80
127 (AER13) 15,8 17,5 16,4 16,57
Control - 0,00 0,00 0,00 0,00
Control + 45,80 46,00 39,00 43,60

Todas las concentraciones de aceite esencial de romero tuvieron efecto antimicrobiano
contra Salmonella thypimurium con buenos halos de sensibilidad.
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Medellin, 19 de diciembre de 2017

MUESTRAS DE CHORIZOS SUPLEMENTADO CON ACEITE ESENCIAL DE
ROMERO Y OREGANO

1. Preparacion de la Muestra: 8 muestras de chorizo empacadas al vacio y debidamente

rotuladas fueron entregadas por el usuario en las instalaciones del laboratorio. Para cada

porcién de muestra fue extraido el aceite y analizado por las técnicas de Valor de Perdxido

y Especies Reactivas al Acido Tiobarbiturico o TBARS. Los chorizos estuvieron almacenados

a4 °C durante 42 dias, las muestras se analizaron cada 7 dias. Para los aceites esenciales

puros también fue medida la capacidad antioxidante por ORAC hidrofilico, ORAC lipofilico

y DPPH.

2. CODIFICACION MUESTRAS

CODIFICACION
PPM AE PPM NITRITO | TRATAMIENTOS .
TESTIGO SIN APLICACION DE ACEITE ESENCIAL Y SIN NITRITO
Jeadlinivi [cal 1 TESN o1
;E)S;EO SIN APLICACION DE ACEITE ESENCIAL CON NITRITO DE . 5 TEhS o
) [c1 3 AEORC1 03
APLICACION DE ACEITE DE ROMERO DE MENOR A MAYOR
CONCENTRACION (€2 4 AEORC2 04
ic3l 5 AEORC3 05
] [c1 6 AEOOC1 06
APLICACION DE ACEITE DE OREGANO DE MENOR A MAYOR
CONCENTRACION [ ’ AE00C2 o7
[c3] 8 AE0OC3 08

3. RESULTADOS

3.1 VALOR DE PEROXIDOS (RESUMEN)

VALOR DE PEROXIDO MUESTRAS DE CHORIZO (mEq.02/Kg muestra)
Dia
TESN | TECNS | AEORC1 | AEORC2 | AEORC3 AEOOC1 | AEOOC2 AEOQOC3

0 3,108 | 0,982 | 1,121 0,996 1,096 0,290 1,140 0,616

7 3,246 | 1,244 | 1,508 0,636 1,371 0,624 0,932 0,849
14 | 2873| 2,162 | 0,946 0,082 0,961 0,917 1,001 1,168
21 | 3560| 1,438 | 1,230 1,317 1,362 0,778 0,943 0,941
28 | 2640 | 2,019 | 1,077 1,709 0,773 1,241 1,365 0,798
35 |[2198 | 1,312 | 1,572 1,325 1,192 1,663 2,004 0,930
42 | 1,881 2,905 | 2,174 2,370 1,753 2,052 1,957 1,140
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VP MUESTRAS DE CHORIZO ALMACENADAS A 4°C
4,0
35 ¢ + TESN
w30 $ ¢ m W TECNS
57 L
@ AEORCL
325
E = Py X * AEORC2
20 u * AEORC3
5 x ’
) 1,5 AEOOCL
gl A T »
£ 10 * 5% AEOOC2
xR AEDOC3
05 4
O:O ! T T T T T T T T
] 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tiempo: Dias
Resultados Valor de Peréxidos (Detallada)
TESN
% aceite Desv.
No. |Dia| Nombre | VP ACEITE ) VP CHORIZO MEDIA % Error
chorizo Est.
95,631 3,11 2,973
1 0 TESN 98,023 3,11 3,048 3,108 0,173 5,6
106,254 3,11 3,304
106,214 3,11 3,302
2 7 TESN 104,521 3,11 3,250 3,246 0,057 1,8
102,523 3,11 3,188
85,419 3,11 2,656
3 |14 TESN 94,257 3,11 2,931 2,873 0,195 6,8
97,524 3,11 3,032
104,254 3,11 3,241
a |21 TESN 123,258 3,11 3,832 3,560 0,298 8,4
116,041 3,11 3,608
78,523 3,11 2,441
5 |28 TESN 84,214 3,11 2,618 2,640 0,211 8,0
92,014 3,11 2,361
67,125 3,11 2,087
6 |35 TESN 69,852 3,11 2,172 2,198 0,126 5,8
75,124 3,11 2,336
56,214 3,11 1,748
7 |4 TESN 63,214 3,11 1,965 1,881 0,117 6,2
62,036 3,11 1,929
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TECNS
No. |Dia| Nombre | vpaceme| %3 | \pcuorizo MEDIA Desv. | o Error
chorizo Est.

14,609 6,86 1,002

1 o TECNS 14,337 6,86 0,083 0,982 0,021 2,1
14,011 6,36 0,961
16,458 6,86 1,128

2 7 TECNS 20,421 6,86 1,400 1,244 0,140 11,3
17,569 6,86 1,205
29,521 6,86 2,024

3 14 TECNS 32,015 6,86 2,195 2,162 0,124 5,8
33,053 6,36 2,266
19,045 6,86 1,306

a |21 TECNS 21,036 6,86 1,442 1,438 0,130 9,1
22,841 6,86 1,566
27,078 6,36 1,857

s |28| TECNS 29,823 6,86 2,045 2,019 0,151 7,5
31,448 6,86 2,156
17,823 6,86 1,222

6 |35 TECNS 19,067 6,86 1,307 1,312 0,092 7,0
20,501 6,86 1,406
45,147 6,36 3,006

7 |a2| TECNS 46,074 6,86 3,159 2,005 0,231 7,7
39,821 6,86 2,730

AEORC1
No. |Dia| Nombre | vepAceme| 22°°™ | ypcHoORIzO | MEDIA Desv. | o Error
chorizo Est.

12,036 10,16 1,223

1 o | AEorRCi 9,214 10,16 0,936 1,121 0,160 14,3
11,852 10,16 1,204
14,631 10,16 1,386

2 7 | AEORC1 13,824 10,16 1,404 1,508 0,116 7,7
16,078 10,16 1,633
8,523 10,16 0,866

3 | 14| AEORCL 9,365 10,16 0,951 0,946 0,078 8,2
10,047 10,16 1,021
12,069 10,16 1,226

a4 |21| AEORC1 13,187 10,16 1,340 1,230 0,108 8,8
11,058 10,16 1,123
9,254 10,16 0,940

5 |28| AEORC1 10,521 10,16 1,069 1,077 0,142 13,1
12,036 10,16 1,223
14,961 10,16 1,520

6 |35| AEORCL 16,458 10,16 1,672 1,572 0,086 5,5
15,012 10,16 1,525
21,634 10,16 2,198

7 |42| AforC1 23124 10,16 2,349 2,174 0,188 8,7
19,442 10,16 1,975
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AEORC2
No. |Dia| Nombre | vpaceme| %2°®™® | \pcHorizo MEDIA Desv. | o Error
chorizo Est.

13,214 8,05 1,064

1 0o | AFORC2 12,631 8,05 1,017 0,996 0,081 8,1
11,254 8,05 0,906
8,236 8,05 0,663

2 7 | AEORC2 7,214 8,05 0,581 0,636 0,048 7,5
8,252 8,05 0,664
12,458 8,05 1,003

3 |14| AEorc2 11,036 8,05 0,888 0,982 0,085 8,7
13,110 8,05 1,055
16,412 8,05 1,321

4 |21| AeoRrcz 15,631 2,05 1,258 1,317 0,056 a3
17,025 8,05 1,371
22,014 8,05 1,772

5 |28| AEORc2 21,036 2,05 1,693 1,709 0,056 3,3
20,654 8,05 1,663
17,025 8,05 1,371

6 |35| AFORC2 15,336 8,05 1,235 1,325 0,078 5,9
17,012 8,05 1,369
26,301 8,05 2,117

7 |a2| Aeorc2 29,441 8,05 2,370 2,370 0,253 10,7
32,587 8,05 2,623

AEORC3
No. |Dia| Nombre | vepAceme| ¢ 3ceite VP CHORIZO MEDIA Desv. | o Error
chorizo Est.

10,254 10,69 1,096

1 o AEORC3 9,456 10,69 1,011 1,096 0,086 7,8
11,058 10,69 1,182
14,136 10,69 1,511

2 7 AEORC3 12,684 10,69 1,356 1,371 0,133 9,7
11,654 10,69 1,246
9,521 10,69 1,018

3 14| AEORC3 8,236 10,69 0,880 0,961 0,072 7,5
9,214 10,69 0,085
12,347 10,69 1,320

4 |21| AEORCz 11,052 10,60 1,181 1,362 0,205 15,0
14,821 10,69 1,584
7,254 10,69 0,775

5 28 | AFORC3 6,454 10,69 0,690 0,773 0,082 10,7
7,996 10,69 0,855
12,145 10,69 1,208

6 |35| AEORC2 9,631 10,69 1,029 1,192 0,143 12,0
11,674 10,69 1,248
16,234 10,69 1,735

7 42 | AFORC3 15,136 10,69 1,618 1,753 0,144 8,2
17,821 10,69 1,905
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AEOOC1
No. |Dia| Nombre | vPACEME| 22" | ypchorizo | mebia | P=°V' | % Error
chorizo Est.
3,012 8,08 0,243
1 | o| Aeococi 4,521 8,08 0,365 0,290 0,066 22,7
3,236 8,08 0,261
7,214 8,08 0,583
2 7 | Arooc1 7,963 8,08 0,643 0,624 0,036 5,8
8,021 8,08 0,648
12,458 8,08 1,006
3 | 14| Arooc1 11,036 8,08 0,801 0,917 0,079 8,6
10,587 8,08 0,855
9,631 8,08 0,778
4 |21| Aeooci 9,547 8,08 0,771 0,778 0,007 0,9
9,712 8,08 0,784
14,658 8,08 1,184
s |28| AEooc1 15,412 8,08 1,245 1,241 0,055 4,5
16,025 8,08 1,294
19,524 8,08 1,577
6 |35| AEOOC1 21,558 8,08 1,741 1,663 0,083 5,0
20,714 8,08 1,673
24,521 8,08 1,980
7 | 42| Arooci 26,587 8,08 2,147 2,052 0,086 4,2
25,124 8,08 2,029
AEOOC2
, % aceite Desv.
No. |[Dia Nombre VP ACEITE . VP CHORIZO MEDIA % Error
chorizo Est.
12,045 10,16 1,224
1 0 AEQOC2 11,365 10,16 1,155 1,140 0,092 8,1
10,254 10,16 1,042
9,587 10,16 0,974
2 7 AEQOC2 9,412 10,16 0,956 0,932 0,058 6,2
8,523 10,16 0,866
10,587 10,16 1,076
3 14 | AEOQOC2 11,631 10,16 1,182 1,091 0,084 7,7
9,997 10,16 1,016
8,523 10,16 0,866
4 21| AEOOC2 9,647 10,16 0,980 0,943 0,066 7,0
9,663 10,16 0,982
13,125 10,16 1,334
5 28 | AEOOC2 14,639 10,16 1,488 1,365 0,110 8,0
12,547 10,16 1,275
21,365 10,16 2,171
6 35 | AEOOC2 19,741 10,16 2,006 2,094 0,083 4,0
20,698 10,16 2,103
17,523 10,16 1,781
7 42 | AEOOC2 19,812 10,16 2,013 1,957 0,156 8,0
20,447 10,16 2,078
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AEOOQOC3
No. |Dia| Nombre | vPACEME| 22 | ypcuorizo | mepia | P%%V' | % Error
chorizo Est.

8,125 7,46 0,606

1 | 0| Aroocs 9,110 7.46 0,679 0,616 0,059 9,5
7,552 7,46 0,563
12,458 7,46 0,029

2 | 7| Aecocz | 10,568 7,46 0,788 0,849 0,072 8,5
11,145 7,46 0,831
14,639 7,46 1,002

3 |1a| Aecocs | 15,103 7.46 1,126 1,168 0,104 8,9
17,255 7,46 1,287
13,635 7,46 1,017

a |21| Apcocs | 11,524 746 0,859 0,941 0,079 8,4
12,714 7,46 0,048
9,99 7,46 0,745

5 |28| Aecocs | 11,569 746 0,863 0,798 0,060 7,5
10,547 7,46 0,786
13,365 7,46 0,097

6 |35| Accocz | 11,521 746 0,859 0,930 0,069 7,4
12,523 7,46 0,034
16,521 7,46 1,232

7 |a2| Aecocz | 15145 7.46 1,129 1,140 0,087 7,6
14,206 7,46 1,059
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3.2 Especies Reactivas al Acido Tiobarbittrico TBARS (RESUMIDA)

Tiempo: Dias

113

TBARS - (nmol equivalente de MDA /Kg muestra
Dia | TESN TECNS AEORC1 AEORC2 AEORC3 AEOOC1 AEOOC2 AEOOC3
0 | 0507 | 0,086 | 0,691 0,730 0,719 0,778 0,483 0,343
7 | 0,727 | 0,318 0,598 0,957 1,030 1,353 1,253 0,504
14 | 1,036 | 0,49 1,025 0,917 1,045 0,615 1,520 0,400
21| 0,948 | 0,270 1,566 0,807 1,302 1,002 1,287 0,596
28 | 1,166 | 0,538 1,360 1,008 1,020 1,197 1,564 0,779
35 | 0,846 | 0,313 0,698 1,079 1,225 1,576 1,397 0,563
42 | 0,983 | 0,461 1,380 1,022 1,459 2,059 1,876 0,699
TBARS MUESTRAS DE CHORIZO ALMACENADAS A 4°C
3,0

fu

E 2,5 1

E # TESN

2 2,0 - B TECNS

e

< AEORC1

g 1,5 A

= % v % AEORC2

T b

@ 1,0 - ¥ Q X f ¥ X AEORC3

< x

2 2 + AEOOC1

Z05% u m

% il [ [ ] AEOOC2

©° 0,0 T T T T T T T T AEOOC3
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Especies Reactivas al Acido Tiobarbittirico TBARS (DETALLADA)

TESN

. TBARS % aceite TBARS Desv. %

No. |Dia| Nombre | . p\rg chorizo CHORIZO MEDIA Est. Error
15,364 3,11 0,478

1 0 TESN 17,025 3,11 0,529 0,507 0,026 5,2
16,523 3,11 0,514
23,0145 3,11 0,716

2 7 TESN 21,365 3,11 0,664 0,727 0,069 9,5
25,741 3,11 0,800
31,251 3,11 0,972

3 |14 TESN 33,056 3,11 1,028 1,036 0,069 6,7
35,674 3,11 1,109
29,521 3,11 0,018

4 |21 TESN 31,047 3,11 0,965 0,948 0,026 2,8
30,896 3,11 0,961
35,660 3,11 1,109

5 |28 TESN 37,412 3,11 1,163 1,166 0,059 5,1
39,458 3,11 1,227
25,412 3,11 0,790

6 |35 TESN 29,527 3,11 0,918 0,846 0,066 7,8
26,663 3,11 0,829
29,521 3,11 0,918

7 | a2z TESN 31,004 3,11 0,964 0,983 0,077 7,8
34,365 3,11 1,068

TECNS

. TBARS % aceite TBARS Desv. %

No. |Dia| Nombre | ,cpirg chorizo CHORIZO MEDIA Est. Error
1,036 6,86 0,071

1 0 TECNS 1,521 6,86 0,104 0,086 0,017 19,4
1,224 6,86 0,084
4,251 6,86 0,291

2 7 TECNS 5,006 6,86 0,343 0,318 0,026 8,1
4,667 6,86 0,320
7,125 6,86 0,489

3 | 14| TECNs 6,335 6,86 0,434 0,496 0,065 13,2
8,236 6,86 0,565
3,904 6,86 0,268

4 | 21| TECNs 4,254 6,86 0,292 0,270 0,020 7,5
3,669 6,86 0,252
7,225 6,86 0,495

5 | 28| TECNs 8,412 6,86 0,577 0,538 0,041 7,6
7,881 6,86 0,540
4,523 6,86 0,310

6 |35| TECNs 4,604 6,86 0,322 0,313 0,008 2,4
4,487 6,86 0,308
6,341 6,86 0,435

7 |a42| TECNS 6,812 6,86 0,467 0,461 0,023 5,1
7,004 6,86 0,480
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AEORC1

, TBARS % aceite TBARS Desv. %

No. \Dia| Nombre | ,ceire | chorizo | cHorizo | MEPIA Est. Error
6,325 10,16 0,643

1 | o | AEORC1 7,411 10,16 0,753 0,691 0,056 8,2
6,667 10,16 0,677
5,728 10,16 0,582

2 | 7| Arorc1 6,521 10,16 0,663 0,598 0,058 9,7
5,418 10,16 0,550
0,524 10,16 0,968

3 | 14| AEORC1 10,587 10,16 1,076 1,025 0,054 5,3
10,154 10,16 1,032
14,058 10,16 1,428

4 |21| AEORC1 16,421 10,16 1,668 1,566 0,124 7,9
15,771 10,16 1,602
13,064 10,16 1,419

s | 28| AEORC1 12,084 10,16 1,228 1,360 0,115 8,4
14,112 10,16 1,434
7,526 10,16 0,765

6 |35| AFORC1 6,521 10,16 0,663 0,698 0,058 8,3
6,554 10,16 0,666
12,647 10,16 1,285

7 | 42| ArEorci 14,669 10,16 1,490 1,380 0,104 7,5
13,421 10,16 1,364

AEORC2

. TBARS % aceite TBARS Desv. %

No. |Dia| Nombre | ,ceire | chorizo cHORizo | MEDIA Est. Error
8,921 8,05 0,718

1 | 0| AEORC2 9,032 8,05 0,727 0,730 0,013 1,8
0,244 8,05 0,744
12,453 8,05 1,002

2 | 7 | AEORC2 11,521 8,05 0,027 0,957 0,040 4,2
11,674 8,05 0,940
10,234 8,05 0,824

3 | 14| AFORC2 12,437 8,05 1,001 0,917 0,089 9,7
11,408 8,05 0,926
0,321 8,05 0,750

4 | 21| AEORC2 0,781 8,05 0,787 0,807 0,068 8,4
10,956 8,05 0,882
11,321 8,05 0,911

5 | 28| AFORC2 13,502 8,05 1,087 1,008 0,089 8,8
12,726 8,05 1,024
13,354 8,05 1,075

6 |35| AEORC2 12,341 3,05 1,024 1,079 0,048 4,4
14,023 8,05 1,129
11,423 8,05 0,920

7 | 42| Aeorc2 13,834 8,05 1,114 1,022 0,008 9,5
12,836 8,05 1,033
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AEORC3

, TBARS % aceite TBARS Desv. %

No. |Dia| Nombre | ,ceire | chorizo | cHorizo | MEPIA Est. Error
6,243 10,69 0,667

1 | 0| AEORc3 6,702 10,69 0,716 0,719 | 0,053 7,3
7,225 10,69 0,772
9,021 10,69 0,964

2 | 7| AEORC3 9,569 10,69 1,023 1,030 | 0,070 6,3
10,321 10,69 1,103
9,321 10,69 0,996

3 |14 | AEORC3 9,562 10,69 1,022 1,045 0,063 6,0
10,442 10,69 1,116
11,429 10,69 1,222

4 |21| aEoRrcz | 12,837 10,69 1,372 1,302 | 0,076 5,8
12,283 10,69 1,313
9,338 10,69 0,998

5 | 28| AEORC3 0,012 10,69 0,963 1,020 | 0,070 6,3
10,267 10,69 1,097
11,231 10,69 1,200

6 |35| AEORC3 12,283 10,69 1,313 1,225 0,078 6,4
10,871 10,69 1,162
13,456 10,69 1,438

7 | 42| aEorcz | 14,562 10,69 1,557 1,459 | 0,089 6,1
12,023 10,69 1,381

AEOOC1

. TBARS % aceite TBARS Desv. %

No. |Dia} Nembre | ,cerre | chorizo cHorizo | MEDIA Est. Error
0,821 8,08 0,793

1 | o | aeooci 9,211 2,08 0,744 0,778 0,030 3,9
9,883 8,08 0,798
15,732 8,08 1,270

2 | 7| aecoc1 | 17,633 8,08 1,424 1,353 0,077 5,7
16,883 8,08 1,363
7,422 8,08 0,599

3 |14| aeooci 8,102 2,08 0,654 0,615 0,034 5,5
7,331 8,08 0,592
11,023 8,08 0,890

4 |21| aeooc1 | 13,321 3,08 1,076 1,002 0,099 9,8
12,883 8,08 1,040
14,254 8,08 1,151

5 |28| AaEooci | 14,043 2,08 1,134 1,197 0,094 7,9
16,167 8,08 1,306
18,234 8,08 1,473

6 |35| aEococi | 19,312 8,08 1,560 1,576 0,113 71
21,002 8,08 1,696
25,621 8,08 2,069

7 |a2| aeooci | 27,843 2,08 2,249 2,059 0,195 9,5
23,012 8,08 1,358
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AEOOC2
No. |pia| Nembre | 22070 | RS | chomzo | MEDA | |
4,201 10,16 0,427
1 | o | AEococz 5,142 10,16 0,523 0,483 | 0,050 | 10,3
4,003 10,16 0,498
12,336 10,16 1,254
2 | 7| aEcoc2 | 11921 10,16 1,211 1,253 | 0,041 3,2
12,720 10,16 1,293
14,723 10,16 1,496
3 | 14| aEcoc2 | 15,663 10,16 1,592 1,520 | 0,063 a2
14,481 10,16 1,472
11,623 10,16 1,181
a4 |21| aecocz | 13512 10,16 1,373 1,287 | 0,097 7,6
12,853 10,16 1,306
15,321 10,16 1,557
5 |28| acooc2 | 14,334 10,16 1,507 1,564 | 0,061 3,9
16,021 10,16 1,628
13,021 10,16 1,323
6 |35| AEcOC2 | 14,530 10,16 1,477 1,397 | 0,077 5,5
13,678 10,16 1,390
18,734 10,16 1,904
7 |a2| aEcocz [ 19,332 10,16 1,965 1,876 | 0,105 5,6
17,320 10,16 1,760
AEQOC3
, TBARS % aceite TBARS Desv. %
No. |Dia| Nombre | ,cere | chorizo | cHorizo | MEP'A | et | Error
4,541 7,46 0,339
1 | o| Acoocz [ 5,012 7,46 0,374 0,343 | 0029 | 83
4,254 7,46 0,317
6,021 7,46 0,449
2 | 7| Acocz | 6,340 7,46 0,473 0,504 | 0076 | 151
7,023 7,46 0,591
5,043 7,46 0,443
3 |14| AF0OC3 | 4,983 7,46 0,372 0,400 | 0038 | 96
5,152 7,46 0,384
7,834 7,46 0,584
4 |21| AEooc3 | 8224 7,46 0,613 0,596 | 0016 | 26
7,902 7,46 0,589
9,821 7,46 0,732
5 |28| AF0Oc3 | 10341 7,46 0,771 0,779 | 0051 | 65
11,165 7,46 0,233
7,521 7,46 0,561
6 |35| AF0OC3 | 6,901 7,46 0,515 0,563 | 0050 | 89
8,241 7,46 0,614
8,043 7,46 0,667
7 |42| aeooc3 | 9,021 7,46 0,673 0,699 | 0051 | 7.2
10,154 7,46 0,757
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3.3 Capacidad Antioxidante Aceites Esenciales Puros

ORAC-HIDROFILICO
TEAC | Trol L Desviacid
NOMBRE (umol Trolox/L| - o omEDIO esviacion % Error
muestra) estandar
ACEITE ESENCIAL 189023
DE ROMERO 171451 180237 12425 6,9
ACEITE ESENCIAL 121045
. 10129 8,9
DE OREGANO 106720 113883 !
ORAC-LIPOFiLICO
NOMBRE TEAC (pumol Trolox/L PROMEDIO Desv'lacmn % Error
muestra) estandar
ACEITE ESENCIAL 145934
11950 8,69
DE ROMERO 129034 137484 !
ACEITE ESENCIAL 98023
DE OREGANO 51723 94873 4455 4,70
DPPH
TEAC | Trol L Desviacid
NOMBRE (umol Trolox/L| - o omMepIO esviacton % Error
muestra) estandar
43812
ACEITE ESENCIAL 39834
2718 6,36
DE ROMERO 41326 42741
45992
22934
ACEITE ESENCIAL 27265
DE OREGANO 95823 24941 1970 7,90
23741
Cordialmente,
~

p = SR

Benja;n Alberté Rojano
Profdsor Titular

M.Sc., Dr. en Ciencias Quimicas

Director laboratorio Ciencia de los alimentos
Universidad Nacional de Colombia — Sede Medellin
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- m Instrucciones Cheguesar colores D Reinicializar

- ™™ |

- ' - + | o+ + | -] - ~Jb-dL- e +| |+ o+ +| - # L -
AF1 105 OMNPG ADH LDC | ODC CIT H.S | URE TDA IND | WP GEL GLU | MAN INO SOR | RHA SAC MEL | AMY ARA OX
AF120 A
oo o o
AF120 E
AF120 NE ] . .
AF120 STREF 4
AF150 CHB :
£421 50 CHE 11214 1 Zi4
AF1 50 CHL
AF1 CAMFY MO; M MOBE | McC OF-O OF-F
ﬁ;:”igar?; O Validar
AF1 LISTERIA
AF1NH
AF1 STAPH
RAFID 20 E

] _aniweb
E OMERIE WX

m Impresora Exporiar Muevo test Modificar

- -
- ' \ REFERENCIA FECHA

¥

COMENTARIC

ARII0S
ARIZ0DA
APIZ0C ALK
AEIZ0E BUENA IDENTIFICACION
AP 20 NE Galeria API20E W4
AF| 20 ETREF LTS EE
Pt Peril 6106752
AR 0 CHE Mota CONFIRMAR FOR FRUEEAS SEROLOGICAS
AP S0 CHL
:f' CAMEY Taxén significative %D | T Pruebas en contra
el Salmonella spp 393 | 043 |H25 83% |GEL 1%
APILISTERIA .
AF1NH Taxon siguiente W ID T Pruebas en conftra
AF1 STAPH Escherichia coli 1 0.1 0.0 |ONPGB0% | ADH 1% [IND 29% | GEL 0%
RAPID 20 WO 1%
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Anexo F

Imagen 1. Concentraciones diluidas de los aceites esenciales de Origanum vulgare y

Rosmarinus officinalis para aplicacion en Salmonella spp

Fuente: El autor

Imagen 2. Halos de inhibicion formados por la aplicacién de aceite esencial de Origanum

vulgare sobre Salmonella spp

Fuente: El autor
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Imagen 3 halos de inhibicion formados por la aplicacion de aceite esencial de
Rosmarinus officinalis sobre Salmonella spp

Fuente: El autor
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Anexo G

Registro fotografico
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Anexo H

La Academia al servicio de la Vida

ANEXO A. FORMATO PRUEBA AFECTIVA (HEDONICA)

NOMERE DEL PRODUCTO: CHORIZO SANTANDEREANO

A continuacién, se presentan § muestras de chorizo codificadas, por favor evalie su nivel de agrado en cuanto a
la apariencia. el olor v el sabor marcando su resultado en la escala (marque x en el nimero correspondiente)
Justifique su respuesta en caso de que su sea igual o menor a dos.

APARIENCIA n 285 64 330 412 528 | 645 876
Me gusta muchisimo

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta

Me disgusta ligeramente

Me disgusta moderadamente

Me disgusta mucho

Me disgusta muchisimo

OLOR 3 285 964 330 432 58 | 645 876
Me gusta muchisimo

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta

Me disgusta ligeramente

Me disgusta moderadamente

Me disgusta mucho

Me disgusta muchisimo

SABOR 37 285 964 330 432 528 | 645 876
Me gusta muchisimo

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta

Me disgusta ligeramente

Me disgusta moderadamente

Me disgusta mucho

Me disgusta muchisimo

ICOMTEC
iMUCHAS GRACIAS]
Universidad de Pamplona - Ciudad Universitaria - Pamplona (Morte de Santander - Colombia) ERTCATIGH
Tels: (7) 5685303 - 5685304 - 5685305 Fax: 5682750 — www_unipamplona.edu.co OE GESTION
DE LA CALIDAD
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Anexo |

e
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
SEDE MEDELLIN
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE BIOCIENCIAS

ANALISIS MICROBIOLOGICO DE ALIMENTOS INFORME No #-17

INFORMACION DEL CLIENTE

Razdn Social Universidad Popular del Cesar
gg:;cb)re del Solicitante / José Alejandro Orozco

Numero Telefénico / Fax 584-57-20

NIT ¢ Cédula de Ciudadania | 892300285-6

Direccidn: Balneario Hurtado Salida

E. MAIL

INFORMACION DE LA MUESTRA

Procedencia de la muestra

Descripcién de la muestra Chorizos sin inyeccion de Salmonella

Lote

Fecha y hora de muestreo

Fecha y hora de recepcidn

Fecha y hora de analisis 10-10-17 Hora: 2:00 -7:00 pm

Fecha de entrega 27-10-17

Peso de la muestra g. 100 gramos por tratamiento

Peso de muestra suficiente si

Condiciones en que llego la

muestra Chorizo en bolsas plasticas empacados al vacio

Calle 59A N° 63-20, Autopista Norte - Blogue 11, Oficina 220
Teléfono: (57-4) 430 93 41 Conmutador: (57-4) 430 90 00 Ext. 49341 Fax: (57-4) 430 93 41
Correo electronico: biocien med@unal edu.co

Medellin, Colombia, Sur América
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ESCUELA DE BIOCIENCIAS

Recuento Clostridium Sulfito Reductores Salmonella

Cédigo 10" 102 10°

245 AEOR C1 Menor de 10 Menor de 10 Menor de 10 Ausente/25g
246 AFOR C2 Menor de 10 Menor de 10 Menor de 10 Ausente/25g
247 AEOR C2 Menor de 10 Menor de 10 Menor de 10 Ausente/25g
248 AEOR C2 Menor de 10 Menor de 10 Menor de 10 Ausente/25g
249 AEOR C3 Menor de 10 Menor de 10 Menor de 10 Ausente/25g
250 AEOR C3 Menor de 10 Menor de 10 Menor de 10 Ausente/25g
251 AEOOC1 (06) | Menor de 10 Menor de 10 Menor de 10 Ausente/25g
252 AEOO C1 (06) | Menor de 10 Menor de 10 Menor de 10 Ausente/25g
253 AEOO C2(07) | Menor de 10 Menor de 10 Menor de 10 Ausente/25g
254 AEOO C2(07) | Menor de 10 Menor de 10 Menor de 10 Ausente/25g
255 AEOO C3(08) | Menor de 10 Menor de 10 Menor de 10 Ausente/25g
256 AEOO C3(08) | Menor de 10 Menor de 10 Menor de 10 Ausente/25g
257 TESN (01) Menor de 10 Menor de 10 Menor de 10 Ausente/25g
258 TESN (01) Menor de 10 Menor de 10 Menor de 10 Ausente/25g
259 TECNS (02) Menor de 10 Menor de 10 Menor de 10 Ausente/25g
260 TECSS (02) Menor de 10 Menor de 10 Menor de 10 Ausente/25g

%&%%ﬁv&&

OLGA INES MONTOYA CAMPUZANO

Directora del Laboratorio de Aguas y Alimentos

Calle 594 N 63-20, Autopista Norte - Blogue 11, Oficina 220
Teléfono: (57-4) 430 93 41 Conmutador: (57-4) 430 90 00 Ext. 49341 Fax: (57-4) 430 93 41
Correo electronico: biocien med@unal edu.co
Medellin, Colombia, Sur América
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

SEDE MEDELLIN
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE BIOCIEMCIAS

ANALISIS MICROBIOLOGICO DE ALIMENTOS INFORME No #-17

INFORMACION DEL CLIENTE

Razon Social Universidad Popular del Cesar
Nombre del Solicitante / . .
Cargo José Alejandro Orozco

Numero Telefénico / Fax

584-57-20

NIT 6 Cédula de Ciudadania

892300285-5

Direccién:

Balneario Hurtado Salida

E. MAIL

INFORMACION DE LA MUESTRA

Procedencia de la muestra

Descripcion de la muestra

Chorizos con inyeccidén de Salmonella

Lote

Fecha y hora de muestreo

Fecha y hora de recepcion

Fecha y hora de analisis

10-10-17 Hora: 2:00 -7:00 pm

Fecha de entrega 27-10-17
Peso de la muestra g. 100 gramos por tratamiento
Peso de muestra suficiente si

Condiciones en que llego la
muestra

Chorizo en bolsas plasticas empacados al vacio

Calle 59A N° 63-20, Autopista Norte - Bloque 11, Oficina 220
Teléfono: (57-4) 430 93 41 Conmutader: (57-4) 430 90 00 Ext. 49341 Fax: (57-4) 43093 41
Comreo electronico: biocien med@unal edu.co
Medellin, Colombia, Sur América
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

SEDE MEDELLIN
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE BIOCIENCIAS

Con inoculacion Salmonella thyphimorium ATCC 140785

Codigo MacFarland 0,5 MacFarland 1 MacFarland 2

245 AEOR C1 Ausente/25g Presencia /25g Menor de 10

246 AFOR C2 Ausente/25g Presencia /25g Presencia /25g
247 AEOR C2 Ausente/25g Presencia /25g Presencia /25g
248 AEOR C2 Ausente/25g Presencia /25g Presencia /25g
249 AEOR C3 Ausente/25g Presencia /25g Presencia /25g
250 AEQOR C3 Ausente/25g Presencia /25g Presencia /25g
251 AEOOC1 (06) Ausente/25g Presencia /25g Presencia /25g
252 AEQO C1 (06) Ausente/25g Presencia /25g Presencia /25g
253 AEQO C2(07) Ausente/25g Presencia /25g Presencia /25g
254 AEQOQ C2(07) Ausente/25g Presencia /25g Presencia /25g
255 AEQO C3(08) Ausente/25g Presencia /25g Presencia /25g
256 AEOO C3(08) Ausente/25g Presencia /25g Presencia /25g
257 TESN (01) Presencia /25g Presencia /25g Presencia /25g
258 TESN (01) Presencia /25g Presencia /25g Presencia /25g
259 TECNS (02) Presencia /25g Presencia /25g Presencia /25g
260 TECSS (02) Presencia /25g Presencia /25g Presencia /25g

%&@{MM&

OLGA INES MONTOYA CAMPUZANO

Directora del Laboratorio de Aguas y Alimentos

Calle 594 N 63-20, Autopista Norte - Bloque 11, Oficina 220
Teléfono: (57-4) 430 93 41 Conmutador: (57-4) 430 90 00 Ext. 49341 Fax: (57-4) 430 93 41

Correo electronico: biocien med@unal edu.co
Medellin, Colombia, Sur América
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