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RESUMEN

Las demandas del sector cdrnico y sus derivados en Colombia, justifican la
importancia de encontrar aditivos que mantengan las propiedades nutritivas
del alimento con menor o nula inclusion de quimicos adversos a la salud.
Se evalué la calidad microbiolégica y caracteristicas sensoriales de chorizos
artesanales conservados con aceites esenciales de T. vulgaris y E. caryophy-
llata en el Departamento del Cesar. La metodologia incluyé extraccion,
caracterizacion fisico-quimica y organoléptica de los aceites, andlisis de la
actividad antimicrobiana sobre Salmonella spp, S. aureus y E. coli, calidad
microbioldgica hasta 24 dias y prueba sensorial al chorizo. Los aceites pre-
sentaron caracteristicas fisicas y organolépticas similares a los aceites esen-
ciales comerciales. T. vulgaris (Timol 47%- p-cimeno 26%) y E. caryophyllata
(Eugenol 84%) presentaron inhibicion in vitro de 28,3 y 27,3 mm respecti-
vamente sobre patégenos evaluados. El chorizo artesanal conservado con
aceite esencial cumplié los limites microbioldgicos establecidos en la Norma
Técnica Colombiana NTC 1325 en todos los tratamientos. Se registré mejor
percepcidn sensorial de color y olor en los chorizos crudos, y sin diferencias
significativas en color, olor y sabor de chorizos cocidos (p>0,05). Los resulta-
dos sugirieron que los aceites esenciales de T. vulgaris y E. caryophyllata pue-
den ser una alternativa como conservantes en embutido cdrnico artesanal.

ABSTRACT

The demands of the meat sector and its derivatives in Colombia justify the
importance of finding additives that maintain the nutritional properties of the
food with less or no inclusion of chemicals adverse to health. The microbio-
logical quality and sensorial characteristics of artisanal sausages preserved
with essential oils of T. vulgaris and E. caryophyllata in the Department of
Cesar was determined. The methodology included extraction, physical-che-
mical, organoleptic characterization of oils, analysis of antimicrobial activity
on Salmonella spp, S. aureus and E. coli, microbiological quality up to 24 days
and sensorial test on chorizo. The oils presented physical and organoleptic
characteristics similar to commercial essential oils. T. vulgaris (Thymol 47% -
p-cymene 26%) and E. caryophyllata (Eugenol 84%) present in vitro inhibition
of 28,3 mm and 27,3 mm respectively on pathogens evaluated. The artisanal
chorizo preserved with essential oil complies with the microbiological limits
established in Colombian Technical Standard NTC 1325 in all treatments. A
better sensorial perception of color and odor was recorded in raw sausages,
and no significant difference in color, smell and flavor of cooked sausages
(p>0,05). The results suggest that the essential oils of T. vulgaris and E. car-
yophyllata may be an alternative as preservatives in artisanal meat sausage

RESUMO

As exigéncias do sector da carne e seus derivados na Colémbia, justificam a
importdncia de encontrar aditivos que mantém as propriedades nutricionais
dos alimentos com menos ou henhuma inclusdo de produtos quimicos no-
civos a saude. Foi determinada a qualidade microbioldgica e caracteristicas
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sensoriais de lingliica artesanal preservada com éleos
essenciais de T. vulgaris e E. caryophyllata no Depar-
tamento de Cesar. A metodologia incluiu a extracdo,
fisico-quimicas, dleos organolépticas, andlise da ativi-
dade antimicrobiana contra Salmonella spp, S. aureus e
E. coli, até 24 dias de qualidade microbiolégica e teste
sensorial, éleos de chourico apresentaram caracteristi-
cas fisicas e organolépticas semelhante a dleo essencial
comercial. T. vulgaris (Timol 47% - 26% de p-cimeno)
e E. caryophyllata (Eugenol 84%) exibem inibicdo in
vitro de 28,3 mm e 27,3 mm respectivamente Patho-
gens avaliada. A salsicha artesanal preservada com éleo
essencial estd em conformidade com os limites micro-
biolégicos estabelecidos pela Norma Técnica Colombia-
na NTC 1325 em todos os tratamentos, uma melhor
percepcdo sensorial da cor e odor em salsichas cruas
em que foi gravado, e ndo hd diferencas significativas
na cor, cheiro e sabor de salsichas cozidas (p>0,05). Os
resultados sugerem que os dleos essenciais de T. vulgaris
e E. caryophyllata pode ser uma alternativa como con-
servantes em artesdo carne de salsicha.

INTRODUCCION

El sector carnico es el mas apetecido por los consumi-
dores al igual que las diferentes lineas de sus deriva-
dos, especialmente el chorizo, por su costo y caracte-
risticas organolépticas. En Colombia, el consumo de
productos carnicos en el grupo poblacional de 5 a 64
afos alcanzo frecuencias de 7% diariamente y 50,7%
de forma semanal, en el periodo 2005-2010, otros
estudios reflejan que el consumo de embutidos en
universitarios es alto, especialmente en varones de
universidades publicas [1]. Algunos de los efectos ad-
versos sobre la salud humana relacionados con este
tipo de productos y sus aditivos quimicos incluyen
cancer, diabetes, Parkinson, Alzheimer [2], hiperten-
sién, accidentes cardiovasculares, enfermedades del
corazon [3], lo cual ha exigido la busqueda de alter-
nativas naturales para la conservacién de alimentos.

Actualmente, la industria prefiere la utilizacion de
conservantes quimicos en embutidos carnicos como
los nitritos [4] por su potencial inhibitorio frente al
crecimiento de patégenos como Clostridium boti-
linum [5], Aunque su aplicacién en alimentos ha sido
controversial para la salud de los consumidores, no
ha sido posible eliminar su uso, puesto que en mu-
chos paises se evidencia la permisibilidad de la legis-
lacion con respecto al uso y facil accesibilidad. Inclu-

so se estipulan limites permisibles amparados en su
funcién como barrera para disminuir o eliminar las
enfermedades de trasmision alimentaria [3].

Sin embargo, la industria alimentaria a la vanguar-
dia de la innovacién y aseguramiento de la calidad
e inocuidad de los productos, ha propuesto méto-
dos y técnicas eco amigables. Los aceites esenciales
(AE) derivados de las plantas son una opcion viable y
prometedora en el mercado de los conservantes eco
amigables [6]. Estos productos naturales logran la
misma acciéon microbicida y disminuyen el riesgo de
enfermedades no infecciosas al consumidor. Los AE
se utilizan por su actividad antimicrobiana, analgé-
sica, anti-inflamatoria, espasmolitico y conservantes
de alimentos; estan aprobados por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos (FDA) como sustancia
generalmente reconocida como seguras o Generally
Recognized as Safe (GRAS) [7,8].

Adicionalmente, investigaciones previas han deter-
minado que AE de tomillo (Thymus vulgaris) asi como
el de clavo (E. caryphyllanta) presentan actividad an-
tioxidante, por su accién de inhibicion de la peroxida-
cion de acido linoleico, conservante y antibacteriana
en derivados carnicos como se demostré en salami
en el estudio realizado por Ardila, Vargas y Mejia [9].
El AE de clavo posee propiedad antioxidante, con-
servante sin efecto notorio sobre las caracteristicas
sensoriales del salami [9], y en salchicha tipo bologna,
en la que ademas se registra conservacion de las pro-
piedades organolépticas y quimicas segtn Viuda et al.
(2009) citado por Ganjali et al. [7]. Se ha relacionado
que estos aceites también poseen actividad antimi-
crobiana sobre cepas de Listeria innocua, Staphylo-
coccus aureus, Bacillus subtilis, Yersinia enterocolitica,
Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Proteus
mirabilis, Escherichia coli y Klebsiella oxytoca [10].

Estas especies arométicas son introducidas en Co-
lombia y aunque el clavo no se cultiva en el pais, el
tomillo es ampliamente cultivado en Cundinamarca,
Antioquia, Valle del Cauca y Cauca [11]. Por tanto, la
bioprospeccion de la segunda especie, dinamizaria las
economias regionales asociadas a la cadena producti-
va de plantas arométicas y condimentarias [12]. La di-
versificacion del uso de los AE permitiria aumentar las
posibilidades de ingreso econémico del productor y
un mayor aprovechamiento de la capacidad instalada
regional con beneficio a la calidad de productos acce-
sibles a los estratos mas vulnerables de la poblacion.
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A nivel regional, resulta relevante la evaluacion del
uso de AE en la formulacién y estandarizacion del
chorizo crudo artesanal como alternativa de reduc-
cion en el uso de conservantes quimicos y aporte sen-
sorial, dado que el chorizo tradicional es un producto
alimenticio de alta demanda en la regiéon Caribe de
Colombia; expendido tanto en supermercados como
sitios de ventas callejeras de comida. En estos Ulti-
mos, se registrd a nivel regional que los chorizos pre-
sentaron contaminacion por E. coliy S. aureus [5,13].

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto
de la adicion de los AE de tomillo y clavo sobre la ca-
lidad microbiolégica y sensorial del chorizo artesanal
producido en Valledupar.

METODO

La investigacion se desarrollé en el Centro Biotec-
noloégico del Caribe (CBC) del Servicio Nacional de
Aprendizaje (SENA), en Valledupar, Cesar, Colombia,
municipio con una altitud de 169 msnm y tempera-
tura promedio de 28 °C, humedad relativa de 70% ,
ubicacion 10°27'37"N 73°15'35"0.

Extraccion y caracterizacion fisico-quimica
y organoléptica de AE

A partir de 500 g de material vegetal seco de clavoy
tomillo adquirido en la plaza de mercado de Valledupar,
se realizé la extraccion de los AE mediante el método
convencional de hidrodestilacion con vapor de agua [14].

A los AE obtenidos se les aplicé una evaluacién sen-
sorial del color a través del patrén de colores para
AE; el olor y sabor se evalué mediante prueba senso-
rial descriptiva en comparacién con aceites comer-
ciales de tomillo y clavo a través de un grupo de 10
panelistas no entrenados con experiencia previa en
la identificacion sensorial de AE [15,16]. La densidad
(25°C) se determiné mediante diferencia de peso,
en balanza analitica (marca Kern SOHN GMDH). El
indice de refraccion se midié a 22°C mediante re-
fractdmetro electrénico (ATAGO N - 1EBX MAR_1T
LIQUID), y se realizé la lectura [17].

La caracterizaciéon de los AE se realizé en el labo-
ratorio del Grupo de Investigacion Quimica de los
Productos Naturales de la Universidad de Cérdoba,
mediante cromatografia de gases (GC-MS), diluyen-

do en diclorometano e inyectados al cromatégrafo
corriente idénica total re-construida, normalizacién
simple, identificacién presuntiva en columnas APO-
LAR DB-5MS (60 m) y POLAR DB-WAX (60 m), los
compuestos contenidos en los AE se identificaron
con base a sus espectros de masas utilizando la bi-
blioteca NIST y el programa MASSLABS [18].

Evaluacion in vitro de la actividad
antibacteriana de los AE sobre patégenos
contaminantes de chorizo

Se utilizaron las cepas de Staphylococcus aureus coa-
gulasa positiva AEM 01, Escherichia coli AEM 07 y
Salmonella spp., AEM 011 del cepario de la Univer-
sidad Popular del Cesar, para medir la actividad bac-
tericida de los AE mediante el método de difusién
en agar Kirby-Bauer, descrito por Ardila et al. [9] y
Boruga et al. [19] con algunas modificaciones. Prime-
ro se activaron las cepas en agar nutritivo durante
18-24 h; S. aureus coagulasa positiva 'y Salmonella spp
a una temperatura de 37°C + 2°C vy E. coli a 44°C +
0,5°C. Seguidamente, se obtuvo una concentracién
microbiana en escala 0,5 McFarland (5x10° UFC/mL),
que se distribuyeron con asa de digralsky (100 uL)
sobre la superficie de agar Mueller Hinton (MH). Se
ubicaron sobre la superficie del agar MH discos de
papel filtro de 5 mm de didmetro, WHATMAN F-C
impregnados con 5, 10y 20 pL de cada AE a evaluar.
Los tratamientos asignados fueron: (T1) AE tomillo,
(T2) AE de clavo, y (T3), Cloranfenicol al 30 pL/disco
(control positivo de referencia en ensayos in vitro).
Las placas se incubaron a 37°C/24 h, la actividad an-
timicrobiana se expresoé en términos de la medida del
didmetro en la zona de inhibicién (mm) producido al
final de la incubacién como lo establecido por Piscio-
tti et al. [20], donde un didmetro de inhibicion menor
a 8 mm indica que no presenta sensibilidad, de 9-14
mm es sensible, de 15-19 mm es muy sensible y ma-
yor a 20 mm extremadamente sensible [21].

Elaboracion de chorizos con los AE
de tomillo y clavo

De acuerdo con el protocolo establecido en el Decre-
to 2162 de 1983 del Ministerio de Salud de Colom-
bia, y Buenas practicas de manufactura segun la reso-
lucion 2674 del 2013, se elaboraron los chorizos con
carne de res (40%) y cerdo (20%), tocino (15%), harina
de trigo (5%), sal (1,5%), aztcar (0,3%), cebolla (1,3%),
ajo (0,2%), pimentdn (0,2%), condimentos (1%), colo-
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Cuadro 1. Tratamiento adicionado
como conservante a chorizos.

Cédigo Descripcion Composicion
T1 AE de tomillo 0,5 mL/Kg
T2 AE de clavo 0,5 mL/Kg
Mezcla de Nitrato de potasio (0,3 %),
T3 conservantes fosfato de potasio (0,3 %)
quimicos benzoato (0,05 %)

rantes para chorizo (1,5%), hielo escarcha (14%); la
adicion del conservante se realizé seguin cuadro 1:

De cada tratamiento se obtuvo una pasta fina y uni-
forme que se embutié en fundas naturales de cerdo,
se porciond en segmentos con didmetro de 6 cmy una
longitud de 3,5 cm con un peso de 40 g. Posteriormente,
se empacaron a vacio en una maquina marca MSADZ300
y se almacenaron a 4°C. Se elaboraron 250 chorizos.

Evaluacion de la calidad microbiolégica
del chorizo conservado con los AE

Se determind la calidad microbiolégica, segin nor-
matividad del Instituto Nacional de Vigilancia de
Alimento y Medicamento INVIMA y metodologia
planteada por Ardila et al. [9]. Los criterios evalua-
dos al chorizo crudo con los diferentes tratamientos
de conservacién se midieron a los 1, 8, 16 y 24 dias
posterior a su elaboracion, de acuerdo a los criterios
establecidos por la Norma Técnica Colombiana NTC
1325 [22] para industrias alimentarias, productos
carnicos procesados no enlatados.

Para el andlisis se homogenizé la muestra de 10y 25
g de chorizo macerado y diluyé en 90 mL de agua
peptonada 0,1 % y 225 mL de agua de peptona bu-
fferada (NTC 4574) [23] y diluciones seriadas de 10!
hasta 102. A partir de estas diluciones se realizaron
las siembras en los medios de cultivos especificos
para cada criterio microbioldgico establecidos para
este producto, asi: Agar plate count (SPC) para bac-
terias mesofilas, agar Sulfito Polimixina Sufadiazina
(SPS) para esporas de Clostridium sulfito reductor -
ESR (NTC 4834) [24] Agar Baird Parker (SBP) y cal-
do cerebro corazén (BHI) para Staphylococcus aureus
(NTC 4779 [25], Caldo brilla para coliformes totales
y fecales y confirmacién en medios selectivos y dife-
renciales, Eosina azul de metileno (EMB) y pruebas
bioquimicas (NTC 4516) [26], caldo Rappaport Vas-
siliadis (RVS), tetrationato, agar xilosa lisina desoxi-

colato (XLD) agar hecktoen entérico (HE) agar triple
azucar hierro (TSI), agar lisin hierro (LIA), agar indol
motilidad (SIM), caldo (RM/VP) citrato, urea para la
deteccion del indicador fecal universal Echerichia coli
y Salmonella spp segliin NTC 1325 [22].

Caracteristicas sensoriales

Las caracteristicas sensoriales de olor y color del
chorizo crudo, asi como el sabor luego de su coccioén,
se evaluaron mediante pruebas organolépticas segln
metodologia planteada por Ardila et al. [9] mediante
prueba de satisfaccion de escala hedénica de 1 a 5,
donde 1 era “Me disgusta mucho”, 2 “Me disgusta”, 3
“Ni me gusta ni me disgusta”, 4 “Me gusta” y 5 “Me
gusta mucho”. Se determind la aceptabilidad del pro-
ducto a través de analisis sensorial por un grupo de
siete jueces entrenados [27] idoneos en la elabora-
cion de matrices alimentarias de derivados carnicos
correspondiente a instructores de la planta de pro-
duccién carnica del CBC- SENA, regional Cesar, los
cuales recibieron capacitacion previa en caracteris-
ticas sensoriales y percepcion de color, sabor y olor
seglin norma ISO 8586 del 2012 [28].

Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por triplicado, en el
procesamiento y andlisis de los resultados obtenidos
para la actividad antibacteriana de los tratamientos,
calidad microbiolégica y caracteristicas sensoriales
del chorizo, se aplicé un andlisis de varianza mediante
ANOVA con correcciéon post-hoc mediante la prueba
Tukey para determinar diferencias significativas entre
los tratamientos, con un nivel de confianza del 95%.

RESULTADOS
Caracterizacion de los AE

Mediante hidrodestilacién con vapor de agua se obtuvo
una concentracion de 4,61 mL de AE de tomilloy 8,6
mL de clavo, equivalente a un rendimiento de 0,99 y
1,63% respectivamente, superiores a los registrados
en estudios realizados por Borugi et al. [19] de to-
millo (0,23 %) y clavo (0,40 a 1,25%) [19]; asociado a
la capacidad de obtencién de mayor rendimiento de
aceite por dicho método. Sin embargo, segn estudio
realizado por Cardona y Mejia [15], los AE de clavo y
tomillo obtenidos por arrastre de vapor, le confieren
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mayor estabilidad oxidativa al salami en comparacién
al control, por lo cual seria importante verificar el efec-
to de los dos métodos de extraccién del AE frente a
la calidad del chorizo artesanal. Cabe destacar que el
rendimiento de aceites de tomillo no solo depende del
método de extraccion, sino también de las condiciones
medio ambientales y el manejo agronémico del cultivo,
por lo que se han obtenido por hidrodestilacién rendi-
mientos entre 0,75y 1,16 % en base seca [29].

Por otro lado, las caracteristicas organolépticas vy fisi-
cas de los AE obtenidos, muestran semejanzas con los
AE comerciales correspondientes, segln los panelis-
tas (Cuadro 2). En AE de clavo se encontrd una densi-
dad relativa de 1,056 e indice de refraccién de 1,51 si-
milar a registros de otros estudios con 1,041; y dentro
del promedio referido por la literatura con densidad
de 1,040 -1,068; indice refractivo 1,527-1,537 [30].
Mientras que en tomillo con 0,932 y 1,49 concuerda
con valores referidos de densidad especifica de 0,78-
0,80y un indice de refraccion de 1,49-1,50 [31].

En este sentido, es de gran importancia resaltar que
el indice de refraccion y densidad son aspectos de
interés para evaluar la posibilidad de adulteraciones
y cambios ligados al envejecimiento, pues cada AE
presenta un patrén rotatorio caracteristico asociado
a sus moléculas con actividad 6ptica y una densidad
especifica [32]. Los AE presentaron caracteristicas
fisicas y organolépticas similares a las exhibidas por
los AE comerciales, de acuerdo con la opinién de los
panelistas. Estos resultados son congruentes con lo
descrito para las caracteristicas idoneas de los acei-
tes en la Japanese Pharmacopoeia [30], donde se
refiere que el aceite de clavo es transparente, amari-
llo o marrén claro, aroma caracteristico y sabor pun-
gente, ligeramente miscible en agua. Asi mismo, las

Cuadro 2. Caracteristicas fisicas y organolépticas
de los AE tomillo y clavo.

Caracteristica Tomillo Clavo
Liquido fluido Liquido fluido
Aspecto general
transparente transparente
Amarillo fuerte, Amarillo claro,
Color .
rojizo pardo
Muy aromético, Muy aromatico
Olor caracteristico a caracteristico a
tomillo clavo de olor
Sabor Muy picante Muy picante
Densidad relativa 0,932 1,056
indice de refraccion 1,49 1,51

caracteristicas del aceite de tomillo de color marrén
y aroma a timol como lo reporté Oulebsir et al. [33].

De igual forma Oulebsir et al. reportan caracteristicas
del AE de tomillo de color marrény aroma de timol [33].

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que es espe-
rada una variacién cuantitativa entre registros de las
propiedades fisicoquimicas y organolépticas de los
AE, puesto que en el material vegetal se combinan
sustancias heterogéneas y la composicién cambia
de acuerdo a la época de recoleccion del material,
del lugar geografico, modo de cultivo, métodos de
almacenamiento, manejo, edad y actividad biolégica,
lo que influye directamente sobre sus caracteristicas
[34]. La valoracion fisica y sensorial preliminar del AE
antes de su uso en la elaboracién de chorizos artesa-
nales es fundamental para verificar que sus atributos
organolépticos intactos, no alteraron las caracteristi-
cas finales del chorizo artesanal, revisadas en segun-
da prueba sensorial con panelistas.

Adicionalmente, en el analisis quimico se identifico el
98,06% de los componentes especificos del AE de to-
millo, frente al 94,5% identificado en clavo (Cuadro 3).

En estudios realizados por Pirbalouti et al. [29]. sobre
tomillo mediante el método GC-MS refieren la identifi-
cacion de al menos 24 componentes que representan el
84,5 al 98% de la composicion total del aceite, asociados
principalmente a monoterpenos oxigenados (78,7-49,8%)
e hidrocarburos monoterpénicos (13,1-35,3%). En el
presente estudio se identificé la presencia mayoritaria
de timol (46%) y p-cimeno (26%), los cuales son niveles
similares a los registros que reportan 44,4% vy 16,1%
respectivamente; mientras que otros terpenos como
el y-Terpineno y el carvacrol con niveles de 4,1y 2,1,
estan disminuidos en relacién a reportes de Boruga
et al. y Pirbalouti et al., sobre mayor concentracién de
carvacrol (4,4-16,1%) y a-terpineno (10,5-11,9%) en
el AE [19,29]. Aun asi, se mantuvo la predominancia
de terpenoides totales, los cuales explican la actividad
biocontroladora observada en los estudios in vitro, en
consecuencia con lo referido por Coy y Acosta donde
la actividad bactericida se asocio con la alta prevalencia
de terpenos [31], de igual forma en estudios de Eguchi
et al., en cuanto a la actividad fungicida [35].

En el caso de clavo, el componente primario identifi-
cado fue eugenol (84%) con propiedades antioxidan-
tes e insecticidas, lo cual es congruente con registros
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Cuadro 3. Cantidad relativa (%) de los principales componentes
presentes en el aceite esencial de clavo de olor y tomillo.

Tomillo Clavo

Componente (%) Componente (%)
a-pineno 3,06 2-Heptanona 0,93
Mirceno 3,21 Etil- hexanoato 0,72
P-cimeno 26,00 Eugenol 84,02
y-Terpineno 4,10 Eugenol acetato 7,06
Linalool 3,03 Ethyl octanoate Tr
Canfeno 0,78 a-Cubebeno Tr
Boroneol 3,08 Linalool Tr
a-tujeno 1,25 2-Undecanona 0,1
Terpineol 2,24 B-Caryophyllene 1,31
Timol 46,07 Etil benzoato Tr
Carvacrol 2,10 a -Humuleno Tr
B-borbuneno 0,39 a -Terpinil acetato Tr
Trans-cariofileno 0,50 a -Muuroleno Tr
NI Tr Benzyl alcohol 0,23
a-hemuleno 2,10 Benzyl acetato Tr
Cadineno 2,10 Carvona Tr
Germacreno-D 0,72 y cadineno 0,1
Torreyol 1,05 Calameneno 0,13
Y cadineno 0,31 Calacoreno 0,14
Oxido de cariofileno 0,24 Oxido de cariofileno Tr
Carotol 0,31 2-Heptanol Tr
Sabineno 0,09 2-Nonanone Tr
1-8 cineol 1,0 Humulenol 0,22
(E)- vy Bisaboleno 0,19 N.I Tr
A-3-Careno 0,07 N.I Tr
N.I Tr

N.I: No identificado; tr: trazas

hasta del 89% de Eugenol [36],
el cual es el que mas se relaciona
con la actividad biocida del acei-
te, pero se han identificado por
GC MS otros componentes como
B-cariofileno y alcohol bencilico
con proporcion ampliamente va-
riable [4]. En el presente estudio,
se identificaron 23 componentes
con preponderancia de los com-
puestos referidos y altos niveles
de eugenol-acetato, 2-heptanona
y etil-hexanoato que demuestran
la variabilidad natural del aceite.

De forma general, el AE de tomillo
obtenido en este estudio tiene mejor

composicion en sus elementos de
mayor actividad biocida dada la pre-
sencia de mas de dos componentes
referidos en otras investigaciones
para el control de microorganismos
tanto in vitro como aditivo en pro-
ductos agroindustriales alimenticios
[9,35] mientras que en clavo la acti-
vidad es principalmente del Eugenol.

Determinacion de la
actividad antimicrobiana

Los resultados del efecto de los
AE de tomillo y clavo sobre Sal-
monella spp, S. aureus coagulasa
positiva y E. coli se muestran en

el cuadro 4. Se presenta la com-
paracién de promedios de los
halos de sensibilidad (mm) entre
las bacterias a concentraciones
5,10y 20 puL de ambos AE vy del
control Cloranfenicol. A partir del
promedio de la medicién de los
halos de inhibicién del crecimien-
to (mm), se evidencia la existencia
de diferencia significativa entre
estos grupos, siendo la concen-
tracién de 20 pL de AE de tomillo
con 28,3 mm la de mayor efecto
sobre S. aureus en relacién al Clo-
ranfenicol, mientras clavo a 10 puL
presenté mayor efecto sobre E.
coli con 27,3 mm (p<0,05).

Las concentraciones que presen-
taron mayor sensibilidad frente a
los tres microorganismos evalua-
dos para el tratamiento con tomillo
fueron 10 y 20 pL con didmetros
entre 21,3 mm y 28,3 mm valores
inferiores a los obtenidos por Bo-
rugé et al. [19] a una concentracién
de 20 pL con halos de inhibicion
de 34,4 mm de S. typhirurium, 34,9
mm de E. coliy 31,4 mm de S. au-
reus, este resultado estuvo asocia-
do posiblemente a que el aceite de
tomillo utilizado contenia hasta un
86,9% de compuestos primarios
de timol, p-cymeno y a-terpineol
frente a un 76,17% de dichos qui-
miotipos en el presente estudio;
los cuales son los principales res-
ponsables de la actividad antimi-
crobiana del aceite [36].

Por su parte, el tratamiento con cla-
vo evidencié alta sensibilidad de los
tres microorganismos evaluados a
las concentraciones 10y 20 ulL con
didmetros de 19,6 mm en Salmonella
spp; 22,6 mm sobre S. aureus y 27,3
mm frente a la E. coli; resultados supe-
riores a los presentados por Gamboa
yVasquez[4] contra E coli0157H7,
Salmonella spp, donde la inhibicién
maxima registrada fue de 18,3 mm.
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Estudios de Ugalde et al. con dicho
AE en combinacion con canela, re-
portan inhibicién de 23,7mm sobre S
aureusy de 16,7 en E. coli a concen-
tracién de 15 pL [36]. En el caso del
clavo, su actividad antimicrobiana
estd asociada al eugenol, acetato de
eugenilo, cariofileno, seglin reportes
de Eguchi et al [35].

A la fecha se han realizado mul-
tiples estudios para entender los
mecanismos que explican el efecto
controlador de los AE sobre mi-
croorganismos como S. aureus, B.
subtilis, Y. enterocolitica, S. enteriti-
dis, S. typhimurium, P. mirabilis, E. coli
y K. oxytoca [10]. De modo general,
los AE desintegran en bacterias la
membrana externa o incrementan
su fluidez. También se ha descrito
engrosamiento y disrupcién de la
pared celular junto con una mayor
rugosidad y ausencia de citoplas-
ma. En este sentido, la actividad
microbiana de los AE depende de
la composicion y proporciones de
los diferentes componentes con
actividad biocida respecto a la can-
tidad de los constituyentes prima-
rios. Ambos AE y sus componentes,
registran actividad antifingica efi-
ciente seguin Aguilar y Lépez [38].
En el presente estudio se evidencia
mayor actividad antibacteriana in
vitro con diferencia significativa del
AE de clavo sobre los tres microor-
ganismos evaluados en las concen-
traciones equivalentes de tomillo a
excepcion de 20 plL sobre S. aureus.

Evaluacion de las
caracteristicas microbiologicas
del chorizo conservado con AE
de tomillo y clavo.

De acuerdo a la prueba de Tukey, en
el analisis microbiolégico no se evi-
denciaron diferencias significativas
entre los tratamientos (P= 0,0100).
Durante el periodo de conserva-

cién de los chorizos se identificd
una carga microbiana ascendente
en el tiempo de aerobios mesofilos
en los tres tratamientos, siendo los
chorizos elaborados con conser-
vantes quimicos los que alcanzaron
los limites maximos permitidos por
la NTC 1325 (Cuadro 5).

Se identificaron menos de 100
UFC de coliformes totales en los
chorizos elaborados con el AE de
clavo y los conservantes quimicos
en los dias 16 y 24, mientras que
en los chorizos elaborados con
AE de tomillo no se detect6 creci-
miento. Aun asi todos cumplen con
los limites maximos permitidos por
la NTC 1325, la diferencia esta en

el mayor ndmero de componen-
tes con actividad biocida del AE
tomillo en T1, que mantuvo su
efectividad durante el proceso de
elaboracién del chorizo ubicando-
se por encima de T2, el cual tuvo
mejor comportamiento in vitro.
[30,34]. Ademas, el producto cum-
plié con los requisitos de ausencia
de patdégenos como Salmonella
spp, S. aureus coagulasa positiva y
coliformes fecales para todos los
tratamientos, manteniéndose la
actividad antimicrobiana expresa-
da en la prueba preliminar in vitro
por ambos aceites, con mejor com-
portamiento de tomillo. No se evi-
dencié crecimiento de Clostridium
sulfito reductor sobre los chorizos

Cuadro 4. Evaluacién antimicrobiana in vitro de los AE de tomillo y clavo

X Salmonella spp. ‘ S. aureus c(+) ‘ E. coli
Tratamiento puL e .
Inhibicion mm
5 8,9+3,2a 9,3+2,2ba 13,3+3,0a
T1 tomillo 10 12,6+2,0b 17,6+1,0b 21,3+1,0b
20 12,5+2,0b 28,3+2,5¢ 18+1,6 a
5 14,3+10b 12,3+0,7ba 17+0,6 a
T2 clavo 10 19,6£2,1 ¢ 22,6+2,1b 27,3+1,5¢
20 15,6+1,0b 16,3t1,3b 22,6+1,1b
T3 Cloranfenicol |30 15,5+1,0b 18,2+1,4b 19,8+1,0b

*Letras distintas en una misma columna indican diferencia estadisticamente significativa.

Cuadro 5. Analisis microbiolégico de los chorizos elaborados
con los tres tratamientos

Parametro Limite* T1** T2 T3
1 40 50 4E*
Mesofilos aerobios <1E5 8 7E® 5E® 4E*
UFC/g 16 8E° 1,2E¢ 4E4
24 1E4 1,3E* 5E*
1 <3 <3 <3
Coliforme Total 100-500 1> <3 <3 <3
16 <3 <100 <100
24 <3 <100 <100
E. coli <10 1a24 |[<10 <10 <10
S. aureus en 10g <100 1a24 |Ausente |Ausente |Ausente
ESR en 10g <10 1a24 |Ausente |Ausente |Ausente
Salmonella spp en 25g Ausente |1a24 |Ausente |Ausente |Ausente

*Limites maximos permitidos segiin NTC 1325. **T1 tomillo, T2 clavo, T3

conservantes quimicos
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elaborados en ninguno de los tra-
tamientos. El recuento de mesoae-
robios aunque fue el de mayor de-
sarrollo, también cumplié con los
requisitos para productos carnicos
cocidos hasta 24 dias de almace-
namiento con 10.000-100.000
UFC/g; en conjunto, estos para-
metros de referencia en calidad
alimentaria, estan establecidos en
la NTC 1325 para los productos
carnicos embutidos.

Durante el periodo de almacena-
miento, se observd que los trata-
mientos con AE inhibieron en ma-
yor proporcion el crecimiento de
microorganismos comensales y pa-
tégenos permaneciendo en el limi-
te permitido en la Norma Técnica
Colombiana (NTC) 1325; especial-
mente frente a microorganismos
de alta peligrosidad para la salud
del consumidor como Salmonella
spp y Clostridium sulfito reductor,
que se relacionan con intoxicacio-
nes alimentarias de los consumido-
res por el consumo de productos
carnicos embutidos. Este resultado
es similar al obtenido por Suarez et
al. [39] en salchicha bratwurst, que
reportaron ausencia de patdégenos
en el producto elaborado con dife-
rentes especias incluida tomillo al
inicio y luego de 12 dias.

Por otro lado, esta investigacion
evidencié que los tratamientos
elaborados a base de AE presen-
taron menor carga microbiana de
aerobios meséfilos (Cuadro 4) en
relacién a los chorizos elaborados
con el tratamiento 3 (conservan-
tes quimicos), pero sin salir de los
limites maximos permitidos; dado
que este grupo de microorganis-
mos se consideran indicadores de
manipulacién excesiva posterior
a su elaboraciéon o conservacion a

Cuadro 6. Evaluacién sensorial en chorizo crudo y cocido.

) Chorizo Crudo Chorizo Cocido
Tratamiento
Color Olor Color Olor Sabor
T1 tomillo 4,2+0,2a |4,3+0,1a |4,0+0,4a |4,4+0,1a 4,1+0,22
T2 clavo 4,0+0,1a |4,2+0,0a |4,1+0,2a |4,2+0,2a 3,8+0,1°
T3 Conservantes | 54,61, |2,8403b |39+0,1a |42t02a |4,0£0,1a
Quimicos

*Letras distintas en una misma columna indican diferencia estadisticamente significativa.

temperaturas inadecuadas, lo que
es comun en chorizos producidos
artesanalmente [5]. Estos resulta-
dos son similares a los obtenidos
con AE de clavo en salami [9].

Evaluacion Sensorial

De acuerdo a la evaluacién sen-
sorial del chorizo crudo, se pre-
sentaron diferencias estadisti-
camente significativas entre los
tratamientos (p<0,05). Es decir, los
tratamientos con AE presentaron
mejores caracteristicas de color y
olor en chorizos crudos, mientras
que en chorizos cocidos, los trata-
mientos no presentaron diferen-
cias significativas (Cuadro 6).

Las caracteristicas organolépticas
fueron calificadas positivamente por
los jueces, datos similares a los pre-
sentados en estudios de Ardila et al.y
Cardona y Mejia sobre la evaluacién
sensorial de AE de clavo en salami,
donde el producto no mostré dife-
rencias con respecto al testigo [15,9]
y el AE de tomillo en salchicha tipo
bologna [7], al igual que en nuggets
de pollo, donde tampoco se afecta-
ron las propiedades de olory sabor
siendo similar al control [7]. Estos
resultados indican que los AE de
tomillo y clavo poseen propiedades
promisorias para la conservacion de
propiedades organolépticas acepta-
das por los consumidores [9].

CONCLUSIONES

Los AE de tomillo y clavo poseen
propiedades antimicrobianas vy
capacidad para mantener las ca-
racteristicas organolépticas en
embutidos elaborados de forma
artesanal, siendo tomillo el de
mayor efectividad in vitro y como
aditivo en los chorizos. Los AE
evaluados con caracteristicas fi-
sicas y organolépticas previas a
la elaboracion de los chorizos no
alteraron las caracteristicas sen-
soriales finales del producto y lo-
graron mantener las condiciones
microbiolégicas indicadas en la
normatividad colombiana.

En este sentido, los AE evaluados
pueden considerarse como una al-
ternativa viable como conservan-
tes naturales seglin normatividad
vigente para calidad microbiolégi-
ca de derivados cérnicos, en sus-
titucion de preservantes quimicos
como nitrato de potasio, fosfato
de potasio y benzoato; por lo que
se recomienda avanzar en estudios
de valor agregado en la aromatiza-
cién y contenido nutricional salu-
dable para consumidores. También
seria relevante avanzar con estu-
dios de conservacion, capacidad
antioxidante y calidad sensorial
con especies aromaticas cultiva-
das en la regiony asi vincular todos
los eslabones de la agrocadena.
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De acuerdo con lo anterior, se sugiere darle conti-
nuidad a estudios bromatolégicos de los chorizos y
estudios que incluyan la identificacion fitoquimica y
actividad antioxidante de los AE de tomillo y clavo
como determinantes funcionales, asi como la estabi-
lidad de los aceites como aditivos durante el proceso
de produccién agroindustrial, los costos de la aplica-
cion de este tipo de tecnologia y validar su uso frente
a otros tipos de patdgenos como Listeria monocyto-
genes. También, la inclusién de compuestos funciona-
les o nutracéuticos, asi como el efecto en la calidad
del producto, de la disminucién en la concentracion
de otros componentes que pueden ser de alto riesgo
para la salud de los consumidores como grasas satu-
radas, cloruro de sodio y sales fosfatadas, ademas de
estudiar la inclusion de fibra, vitaminas y minerales [6].

Ademas, la inclusidon de estas especias en el mercado
y la industria generaria oportunidades, favoreciendo
la economia nacional. Se requiere optimizar proce-
sos de extraccion a nivel local, incluyendo dentro
de los elementos de dinamizacién de la economia
regional, las asociaciones de productores transfor-
madores de AE como ASOPROKAN, asociacién de
productores indigenas Kankuamos ubicados en Va-
lledupar. Esta asociacion produce AE de alta calidad
para satisfacer las necesidades de la medicina tradi-
cional de su comunidad [40]
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