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RESUMEN

El romero (Rosmarinus officinalis L.) contiene compuestos fendlicos que tienen
actividad antibacterial y antioxidante por lo cual en la industria alimentaria es
utilizado como aditivo alimentario “GRAS” (Generally Recognized as Safe). El
objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto preservante del tipo de
particula y la concentracion de romero en las caracteristicas fisico-quimicas,
microbioldgicas y sensoriales en salchichas de pollo tipo Frankfurt a los 15y 30

dias de almacenamiento.

Se realiz6 un Disefio Experimental en Blogues Completamente al azar con 3
repeticiones donde los factores en estudio fueron 3 tipos de particula de romero
(polvo, hojas, aceite esencial) y 2 concentraciones (290 ppm, 350 ppm) del
mismo. El analisis microbiol6gico determind el recuento total de bacterias
aerobias mesofilas y Staphylococcus aureus. El andlisis fisico-quimico
involucré la determinacion de pH, acidez, humedad y color. Finalmente, para
evaluar los atributos sensoriales y la aceptabilidad del embutido con romero, se
realizé un analisis sensorial de olor, color, textura, sabor mediante una escala
heddnica de 7 puntos. La concentracion de 350 ppm y el aceite esencial
mostraron propiedades antibacteriales frente a bacterias aerobias mesdfilas,
mientras la reduccién logaritmica de crecimiento de Staphylococcus aureus fue
independiente de la concentracion y tipo de particula de romero. La salchicha
con 350 ppm de romero presenté una reduccion de humedad, mantuvo un
medio &cido en las salchichas y conservé un color rosado en el producto
disminuyendo las probables reacciones que podrian presentar estos factores
durante el tiempo de almacenamiento. La evaluaciéon sensorial indic6 una
aceptacion moderada de color, olor, textura, sabor de las salchichas con aceite
esencial de 350 ppm. Los resultados obtenidos en esta investigacion apuntan a
la necesidad de continuar con estudios de conservantes naturales como el
romero que sean capaces de inhibir el crecimiento bacteriano al ser la méas
frecuente causa de deterioro en productos carnicos como salchichas de pollo

tipo Frankfurt.
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ABSTRACT

Rosemary (Rosmarinus officinalis L.) is a plant from the Labiatae family that
contains phenolic compounds with antioxidant and antibacterial activity,
therefore, in food industry it is used as a food additive "GRAS" (Generally
Recognized as Safe). The aim of this study was to determine the preservative
effect of rosemary particles in different concentrations in chicken frankfurters

during its storage time (15, 30 days).

Data were analyzed by randomized block method using 3 types of Rosemary
particles (dust, leaves, essential oil) and 2 concentrations (290 ppm, 350 ppm).
We evaluated: pH, acidity, moisture, microbiological counts (mesophilic aerobic
microorganisms, Staphylococcus aureus), color and sensorial acceptability. The
four first variables were analyzed using ANOVA, meanwhile color by Munsell
color scale and the sensory analysis using a hedonic scale. The moisture and
pH decreased in this investigation which can explain the antimicrobial effect of
rosemary essential oil of 350 ppm against mesophilic aerobic bacterias. The
logarithmic growth of Staphylococcus aureus was independent to the
rosemary’s concentration and particle. Color was maintained during the storage
time and the hedonic scale showed a moderate acceptability of the sensory
attributes of chicken frankfurters with rosemary essential oil of 350 ppm in
consumers. The results obtained in this research point to the necessity to
continue with studies of natural preservatives such as Rosemary that are able
to inhibit bacterial growth being the most frequent cause of meat products

spoilage.

Key words: phenolic compounds, antioxidant, antibacterial, mesophilic aerobic

microorganisms, Staphylococcus aureus, shelf life.
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INTRODUCCION

Las tendencias del mercado muestran un consumo mA&s consciente de
alimentos sanos, bajos en grasas y funcionales (Joint World Health
Organization/Food and Agriculture Organization Expert Consultation
(WHO/FAQO, s.f). El consumo de embutidos es cada vez mayor. El impedimento
que contemplan las recetas médicas no ha mermado en nada el consumo. De
acuerdo al Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INEC) (INEC, s.f), en
Ecuador el negocio de embutidos maneja alrededor de 120 millones de ddlares
al afo, el consumo anual es de 3 kilos por persona y cuenta con una demanda
creciente del 5%. Un Estudio realizado en la ciudad de Esmeraldas en Ecuador
arroj0 que de cada 150 personas que consumen embutidos, 53,6 %
manifiestan preferencia por la salchicha, el 26,0% mortadela, el 16,6 % chorizo

parrillero y el 3,8% consume jamon (Davila, 2008).

Los nitratos, nitritos sodicos y nitrato potasico, son los aditivos quimicos mas
usados especialmente en productos carnicos debido a la capacidad
conservante (Heinz y Hautzinger, 2007, p.35), pero los dos ultimos
presentan riesgos: la toxicidad aguda, pues 2 gramos pueden causar la muerte
a una persona, al ser capaz de unirse a la hemoglobina de la sangre, de una
forma semejante como lo hace a la mioglobina del musculo de la carne,
formandose metahemoglobina, un compuesto que ya no es capaz de
transportar el oxigeno, esta intoxicacion puede ser mortal (Walker, 2006). Sin
embargo, poseen un efecto antibacteriano principalmente contra Clostridium

botulinum (Valle y Florentino, 2000).

Se calcula que mas del 20% de todos los alimentos producidos en el mundo se
pierden por accion de los microorganismos, por ello la prevenciéon del deterioro
bacteriano de carne y sus derivados es importante para mantener la calidad y
la seguridad alimentaria del producto segin FAO (Food and Agriculture
Organization). Los conservantes naturales estan marcando tendencia en el

sector alimentario (Rodriguez, 2011). Algunas investigaciones han evidenciado
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el poder antibacteriano y antioxidante de extractos de plantas de la familia
Labiatae (orégano, tomillo, salvia) (Chan, Kong, Yee, Chua y Loo, 2012). El
Romero (Rosmarinus officinalis L.) es una planta perteneciente a la familia
Labiatae (Chan, Kong, Yee, Chua y Loo, 2012). Los compuestos fendlicos
como acido carndsico, carnosol (Aruoma, Halliwell, Aeschbach y Loliger, 2003);
acido rosmarinico (Del Bano et al.,, 2003) son responsables de la accién
conservante del romero. En particular, el acido carndsico y el carnosol son los
encargados de la accién antioxidante de los extractos liposolubles del romero
(Frankel, Huang, Aeschbach y Prior, 2000), destacandose el 4cido carnésico al
presentar tanto propiedades antibacteriales como antioxidantes (Aruoma,
Halliwell, Aeschbach y Loliger, 2003).

Un extracto de romero, en forma de hoja o aceite, se podria utilizar como
sustituto de conservantes quimicos en embutidos (Hac-Szymanczuk, Lipinska,
y Stasiuk, 2011). El aceite esencial de romero y los extractos obtenidos a partir
de la hoja de romero se caracterizan por una alta actividad antimicrobiana
(Cuvelier, Richard, y Berset, 2002). El amplio espectro antibacteriano del
romero de importancia en productos carnicos incluye bacterias Gram negativas
como Salmonella (Faixova y Faix, 2008; Mann y Markham, 2002), Escherichia
coli (Mann y Markham, 2002) y bacterias Gram postivas como Staphylococcus
aureus (Shelef, Naglik y Bogen, 2013; Faixova y Faix, 2008), Clostridium
botulinum (Armitage, Hettiarachch y Moonsor, 2002).

A la vista de los datos anteriores, la presente tiene por objetivo evaluar el
efecto preservante del tipo de particula y la concentracion de romero en las
caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas y sensoriales en salchichas de
pollo tipo Frankfurt a los 15 y 30 dias de almacenamiento, como una alternativa
para el consumo de embutidos y de alimentacion mas sana para el ser

humano.



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el romero como preservante en salchichas de pollo tipo Frankfurt.

Objetivos Especificos

1. Determinar el efecto del tipo de particula y concentracion de romero en
las caracteristicas fisico—quimicas y microbiol6gicas durante treinta dias
de almacenamiento de la salchicha de pollo tipo Frankfurt.

2. Establecer el efecto del tipo de particula y la concentracion de romero en

la aceptacion sensorial de la salchicha de pollo tipo Frankfurt.



1. MARCO TEORICO

1.1 Procesamiento de carne y sus derivados

La fabricacion de productos céarnicos implica una amplia gama de métodos de
tratamiento fisico y quimico, normalmente combinando con operaciones de
procesamiento de la carne que incluyen: reduccién de tamafio, mezclado,
salado/curado, utilizacién de aditivos, relleno en tripa 0 en otros envases,
fermentacion y secado, tratamiento térmico (coccion) y ahumado (Heinz y
Hautzinger, 2007, p. 17).

Los productos carnicos cocidos se componen de carne, musculo, grasa y los
ingredientes no carnicos, se procesan crudos triturando y mezclando en una
primera fase (Heinz y Hautzinger, 2007, p. 99). La pasta resultante, se somete
posteriormente a un tratamiento térmico que debe alcanzar como minimo 70 °C
(Instituto Ecuatoriano de Normalizacion [INEN], s.f), con el fin de obtener una
textura firme, para lograr la palatabilidad y un cierto grado de estabilidad
bacteriana (Heinz y Hautzinger, 2007, p. 99). En esta categoria encontramos a
salchichas frankfurters, mortadela, salchichas Iyoner, y otros (Heinz y
Hautzinger, 2007, p. 97).

1.2 Salchichas escaldadas tipo Frankfurt

La Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1338:96 define a una salchicha
escaldada como un embutido que puede ser escaldado, frito, horneado o sujeto
a otra forma de tratamiento con calor; elaborado a partir de materia cruda
triturada a la cual se le agrega aditivos, condimentos, sal, agua potable o hielo
y proteinas coaguladas por medio del tratamiento térmico con el objetivo de

gue el producto tenga consistencia al momento del cortado.



Los productos escaldados analizados de acuerdo a las normas ecuatorianas,
deben cumplir con los requisitos de pH y humedad establecidos en la Tabla 1.

Tabla 1. Requisitos bromatoldgicos para salchichas escaldadas.

Salchichas Escaldadas
Requisitos Unidad Minimo Maximo
Ph [H+] 6 6.2
Humedad % - 65%

Adaptada de Norma NTE INEN 1338, s.f.

En salchichas escaldadas tipo Frankfurt para alcanzar el sabor deseado es
necesario un aumento de pH de 5.6 a 6 que favorece la retencion de agua
(Heinz y Hautzinger, 2007, p. 4). La retencién de agua en estas salchichas
debe mantenerse estable durante la coccion ya que una baja capacidad de
retencién de agua conduce a una estructura proteica débil y a una baja de pH
que conducira a mayor pérdida de agua. Asi mismo, en el producto terminado
se requiere de un rango de acidez leve y una baja actividad de agua para asi
no favorecer el crecimiento bacteriano durante el tiempo de almacenamiento y
potenciar la accidén de los antimicrobianos (Heinz y Hautzinger, 2007, p. 5). El
rango de humedad en Frankfurters debe estar alrededor de un 60% pero este
valor puede variar ya que al ser escaldado posee un porcentaje de agua libre
en un rango de 0, 92 a,, Este rango de agua libre dificulta el crecimiento de
bacterias de importancia como Salmonella (0,93 a,), Escherichia Coli (0,93 a,)
e inclusive Clostridium perfringens (0,94 a,), Staphylococcus aureus (0,86 ay)
es el patdogeno que presenta mayor tolerancia a la a, (Heinz y Hautzinger,
2007, p. 324).

La salchicha Frankfurt elscaldada es elaborada a partir de carne de res, tocino,
cortezas de cerdo, sal, especias, hielo y otros ingredientes frecuentes son:
leche en polvo, proteinas no céarnicas, antioxidantes y conservantes. La carne
de cerdo le da un color entre rosa claro y rojo mate a la masa, mientras la

carne de res le da firmeza a la masa y un sabor fuerte (Savic, 2000). Para la



fabricacion de salchichas Frankfurt se requiere cantidades de tejidos grasos en
el rango del 20% (Heinz y Hautzinger, 2007, p. 12).

La industria ha realizado avances significativos, incluyendo productos como
salchichas Frankfurt de pollo y pavo las cuales estan hechas de carne que
debe estar libre de huesos, tendones y piel (Heinz y Hautzinger, 2007, p. 187).

El contenido energético de las salchichas tipo Frankfurt varia dependiendo de
la variedad, marca comercial y esta sujeto principalmente al contenido de grasa
la cual se encuentra entre un 20% y 27%. Asi, se puede encontrar salchichas
cerca de 240 Kcal hasta 300 Kcal por 100 gramos (Savic, 2000).

El contenido de grasa insaturada (monoinsaturada) en salchichas Frankfurt de
pollo es superior a la grasa saturada, 12% frente al 10 % respectivamente. A
pesar de los beneficios de los acidos grasos insaturados en la salud, estos
ejercen un papel determinante en los procesos oxidativos de la salchicha por

este motivo es un producto con corta vida atil (Savic, 2000).

El contenido proteico define la calidad y el valor de los productos carnicos
terminados (Heinz y Hautzinger, 2007, p. 2). La cantidad de proteina de una
salchicha Frankfurt (14 %) es inferior al de carnes frescas (22 %) debido a que
la carne empleada en la fabricacion de este producto, suele ser rica en
colageno, tejido conjuntivo las cuales no poseen todos los aminoacidos

esenciales (Savic, 2000).

El contenido de agua esta en un 60 % y esta inversamente relacionado con el
contenido de grasa, ademas es superior al de productos carnicos crudos,
fermentados, madurados (45%) debido al proceso de escaldado al que son
sometidos (Heinz y Hautzinger, 2007, p. 3).

Los hidratos de carbono de las salchichas tipo Frankfurt varia entre un 0,4% y
un 8,4%. Contiene minerales en un 0,3% como zinc, hierro, fésforo y vitaminas

del grupo B, sin embargo, la presencia de vitaminas liposolubles es minima ya



que no son estables al proceso de coccion y pueden ser lixiviadas en la grasa o
caldo. Ademas, el contenido de sodio es elevado (778 mg cada 100 gramos)
(Savic, 2000).

1.3 Microorganismos alterantes en salchichas escaldadas

El deterioro microbioldgico es el principal fendmeno condicionante para la vida
comercial de productos carnicos como los embutidos. Las normas de higiene y
sanidad implementadas para el procesamiento posibilitan medidas que
contribuyan aobtener productos seguros para el consumo, no obstante, no se

consigue una esterilidad total (FAO, s.f).

Las bacterias relevantes en carne y su derivados se dividen en tres grupos
segun el rango de temperaturas: mesoéfilos (30-45 °C), psicréfilos (12-15 °C) y
psicotrofos (25-30 °C) y termofilos (55-75 °C) (FAO, s.f).

Algunas bacterias causan putrefaccibon en el producto, otras causan
intoxicacion alimentaria. La mayoria de bacterias causantes de intoxicaciones
son mesodfilas (FAO, s.f). El desarrollo de bacterias mesofilas en embutidos se
debe a varios factores. Los embutidos son los derivados cérnicos que mayor
interés en estudios de salud publica han presentado debido a que estos
productos son comUnmente sometidos a un abuso de temperatura en las
manos del consumidor. Aunque Salmonella es capaz de crecer en embutidos
escaldados, rara vez se han asociado a enfermedades transmitidas por
alimentos de esta fuente (Vanderzant, Russel y Foster, 2001). Staphylococcus
aureus puede desarrollarse por contaminacion de la piel, boca o nariz de
manipuladores o0 y/o a una contaminacion posterior; E. coli debe su crecimiento
a una fabricacion inadecuada, contaminacion cruzada y por la aplicacién de
temperaturas de control insuficientes (Heinz y Hautzinger, 2007, p. 358); en
aguellos productos carnicos ricos en hierro como patés o derivados de higado y
morcillas y bajos en sal la accién preventiva frente a Clostridium botulinum es

indispensable (Heinz y Hautzinger, 2007, p. 358). Las bacterias acido lacticas,



capaces de crecer en condiciones de refrigeracion, son las principales
responsables del deterioro de productos carnicos escaldados envasados en
atmosferas libres de oxigeno (Devlieghere, Geeraerd, Versyck, Bemaert, Van
Impe y Debevere, 2000). El deterioro de los productos céarnicos debido a
bacterias, resulta en la formacion de limo, olores y sabores indeseables,
cambios de color (gris, marrén, verde), rancidez, descomposicion lipidica, entre
otras caracteristicas que alteran la calidad final del producto (Heinz y
Hautzinger, 2007, p. 400).

1.3.1 Requisitos microbiol6gicos para salchichas escaldas

Segun el Instituto Ecuatoriano de Normalizacion Ecuatoriana, las salchichas
escaldadas deben cumplir con las siguientes caracteristicas microbiolégicas,

como se indica en la Tabla 2.

Tabla 2. Requisitos microbiol6gicos para salchichas escaldadas segun la
normativa ecuatoriana.

Salchichas Escaldadas
Requisitos Minimo UFC /g Méaximo UFC /g
Aerobios mesdfilos 1,5 x 10° 2,5x10°
Enterobacteriaceae 1,0 x 107 1,0 x 10°
Escherichia coli 1,0 x 10* 1,0 x 10°
Staphylococcus aureus 1,0 x 10° 1,0 x 10°
Salmonella Aus/25 g -

Adaptada de Norma NTE INEN 1338, s.f.

1.3.2 Aerobios mesobfilos

Se denominan bacterias mesodfilas a aquellos microorganismos capaces de
desarrollarse en presencia de oxigeno libre y a una temperatura entre 20°C y
45°C (INEN, s.f).

El recuento de aerobios mesdfilos no determina el tipo de microorganismo pero

si una estimacién de la microflora total. Por lo general, la presencia de este



grupo de bacterias refleja condiciones de salubridad en alimentos en lo que
respecta a calidad sanitaria, condiciones de manipulacion, condiciones
higiénicas de la materia prima, ingredientes utilizados para la fabricacion de los
productos, ademas representa una variable para determinar el tiempo de vida
atil del alimento (INEN, s.f).

Hac-Szymanczuk, Lipinska, y Stasiuk, 2011 demostraron la importancia de
analizar bacterias mesofilas en productos céarnicos, ya que de los tres
microorganismos analizados coliformes, enterococos y aerobios mesofilos,
éstos ultimos presentaron menos sensibilidad al conservante natural de romero
probado, concluyendo que lograr una completa estirilidad del medio ambiente
no es totalmente posible por lo que el desarrollo de estas bacterias es dificil de
controlar, por esto la INEN permite un alto numero de unidades formadoras de

colonias en productos céarnicos.

1.3.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es un aerobio y anaerobio facultativo perteneciente a la
familia Micrococcaceae y al género Staphylococcus que se desarrollan a una
temperatura 6ptima de 37 °C (FAO, s.f). Es uno de los agentes causales mas
comunes de brotes de intoxicacion alimentaria bacteriana a nivel mundial
debido a su capacidad para producir una amplia gama de enterotoxinas y otros

factores de virulencia (Babalan y Rasooly, 2000).

Staphylococcus aureus es un patégeno de importancia en embutidos ya que
esta bacteria no produce malos olores o descomposicién por lo que no se
puede detectar facilmente. La refrigeracién controla su crecimiento. La coccion
puede destruir la bacteria, pero no la toxina, ya que es estable al calor (FAO,
s.f).

Es particularmente problematico en productos carnicos curados cocidos,
normalmente como resultado de la recontaminacion después del proceso de

curado en la manipulacion posterior (FAO, s.f).
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Moraes, Pereira, De Almeida, Barcellos, y Bersot, 2014 evaluaron el efecto de
la concentracién de nitritos (50, 150 y 200 ppm) en el comportamiento de
Staphylococcus aureus en salchichas frescas almacenadas a diferentes
temperaturas (7-12 °C). Los resultados demostraron la importancia de evaluar
esta bacteria debido a que la concentracion de nitritos y la temperatura tuvieron
un efecto minimo en la multiplicacion de este microorganismo, concluyendo
que para inhibir su creciemiento se deben aplicar temperaturas inferiores a 7 °C
y que un abuso de temperatura durante el almacenamiento del producto a 12°C
puede ocasionar un riesgo para la salud del consumidor. Waters et al., (2011)
evaluaron la prevalencia y la susceptibilidad a los antibiéticos de S. aureus en
muestras de carne y aves de corral, encontrado que la contaminacion S.

aureus era comun entre las muestras.

Procesos tecnoldgicos aplicados a los derivados carnicos como tratamientos
térmicos, curado/ salado y adicion de aditivos permiten la reduccion parcial y
dificultan el desarrollo de microorganismos a causa del uso de altas
temperaturas, reduccion en el contenido de agua en la carne, inhibicién de

crecimiento bacteriano, etc (Heinz y Hautzinger, 2007, p. 2).

1.4 Mecanismos para extender el tiempo de vida util de embutidos

escaldados

Los embutidos escaldados tienen un tiempo de vida util aproximado bajo

refrigeracion de 45 dias (Savic, 2000).

La conservacion de las emulsiones se da mediante un conjunto de operaciones
fisicas y quimicas. La carne, principal componente en estas emulsiones,
constituye un extraordinario medio de cultivo debido a un conjunto de
caracteristicas como alta humedad, pH poco acido y abundancia en nutrientes
(James y James, 2002), ademas, dentro de su estructura pueden encontrarse
microorganismos, lo que hace que su conservacion sea mas dificil que otros

alimentos; por tanto, es importante contar con un sistema de conservacion
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adecuado para evitar o retardar alteraciones en el producto que incluye:
tratamientos térmicos, salado, aplicacion de aditivos (James y James, 2002).La
mayoria de productos carnicos procesados son tratados con calor durante su
fabricacion y enfriados en un proximo paso, porque tienen periodos mas largos
de almacenamiento en frio para la distribucion y venta (Heinz y Hautzinger,
2007, p. 88).

Para el tratamiento térmico de carne y productos carnicos, se puede distinguir
entre los productos que se someten a pasterizacion (<100 °C) y a esterilizacién
(> 100 °C) (Heinz y Hautzinger, 2007, p. 93), con lo que se lograra una
prolongada vida util a través de la reduccion o destruccion completa de las
poblaciones de microbios por el proceso de calentamiento para asi reducir la
carga microbiana inicial mediante la inactivacion de microorganismos sensibles
al calor, ademas de sensibilizar a los microorganismos sobrevivientes
volviéndolos menos resistentes a reduccion de pH, y a la presencia de
antimicrobianos. Ademas, contribuye a destruir las enzimas causantes de

deterioro y putrefaccion en el alimento (Tiwari et al., 2009).

Los microorganismos son sensibles al calor y mueren a temperatura inferior a
0, en el caso de esporas formando microorganismos, por encima de 100 ° C.
Cada especie de microorganismos reacciona de forma diferente a un
tratamiento térmico, debido a su resistencia al calor. Los microorganismos
mueren rapidamente cuando estan expuestos a temperaturas relativamente
altas. Los microorganismos también pueden morir a temperaturas
relativamente bajas, pero mas largos periodos de tratamiento térmico seran

necesarios en estos casos (Heinz y Hauntzinger, 2012, p. 95).

Los microorganismos vegetativos como E. Coli, Salmonella, Listeria
monocytogenes, Estafilococo aureus, Campylobacter, Enterobacter,
Lactobacillus spp, levaduras, hongos pueden ser destruidos a temperaturas
inferiores a 100 ° C, basicamente en el rango de temperatura de 60 °C a 85 °C

(Dong y Holley, 2012). Sin embargo, ciertas toxinas como las de
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Staphylococcus aureus pueden sobrevivir a temperaturas de 100 °C y por

encima de este valor (FAO, s.f).

La resistencia térmica de esporas de microorganismos (Bacillus) y sus toxinas
(Staphylococcus aureus) demuestra claramente la importancia de aplicar
tratamiento térmico en productos carnicos (Heinz y Hautzinger, 2007, p. 98).
Igualmente, es importante la refrigeracion estricta para productos carnicos
escaldados debido a los microorganismos resistentes al calor. El
incumplimiento de estas normas puede resultar en problemas de salud publica
a traves de la intoxicacion alimentaria (Dong y Holley, 2012).

El cloruro de sodio tiene una baja capacidad para destruir los microorganismos,
por lo tanto, casi no tiene ningun efecto bacteriolégico. Su conservacion se
atribuye a la capacidad de enlazar agua y privar a la carne de la humedad. El
agua ligada a las moléculas de la proteina asi como el agua libre seran
atraidas por los iones de sodio y cloruro, provocando una reduccion de la
actividad de agua (A,) del producto (Savic, 2000). Esto significa que dispondra
de menos agua y el medio ambiente ser4 menos favorable para el crecimiento

de microorganismos (Heinz y Hautzinger, 2007, p. 348).

Las bacterias no crecen en una actividad de agua por debajo de 0,91 que
corresponde a una solucién de 15 g NaCl/100 ml de agua o sal sobre 15% en
el producto (Heinz y Hautzinger, 2007, p. 33). Estas cifras explican como la sal
tiene su efecto conservante, no obstante, es mas eficaz en combinacion con
fosfatos o con otros métodos de preservacion como reduccién de humedad o

tratamiento térmico (Dong y Holley, 2012).

Los aditivos son sustancias que normalmente no se consumen como alimento
por si mismo, sino que se afiaden para desarrollar ciertas caracteristicas
tecnolégicas y de calidad en el alimento (FAO, s.f). En la elaboracion de
salchichas Frankfurt los aditivos mas comunes utilizados son: productos

guimicos: sal (para el sabor, impacto en proteinas de la carne, vida util), nitrito
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(fijador de color, sabor, vida util, conservante antimicrobiano, antioxidante),
acido ascorbico y eritorbato (aceleradores la reaccion de curado,
antioxidantes), fosfatos (emulsionantes, espesantes, estabilizadores,
reguladores de acidez, secuestrantes); ingredientes de origen vegetal:
especias (agregar sabor y gusto), aglutinantes (como proteina aislada de soya
para aumentar la retencion de agua y grasa, aglutinante, texturizante,
emulsionante), de relleno (carragenina como emulsificante, gelificante,

estabilizador, espesante) (Heinz y Hautzinger, 2007, p. 59).

Se acepta el empleo de aditivos solos o combinados indicados en la Tabla 3
para la fabricacibn de productos carnicos, los valores expresados en la
siguiente tabla estan aprobados y actualizados de acuerdo con las normas del

Codex Alimentarius (Codex Alimentarius, s.f).

Tabla 3. Aditivos de uso permitido

Dosis maxima/ contenido neto total
Sustancia del producto final
Acido Ascorbico y sus sales 500 mg/ kg
Acido Eritérbico y sus sales 500 mg/ kg
Nitrito sodico, Nitrito Potasico 200 mg/kg
Proteina Aislada de soya *
Fosfatos 3000 mg/kg
Carragenina 75 mg/kg

Adaptada de Codex Alimentarius, s.f.

El agente de curado, nitrito, se agrega en forma seca o como sal nitrante, que
contiene 0.5 a 0.6% de nitrito de sodio agregado y 99.4 0 99.5% de cloruro de
sodio en derivados carnicos ya que permite efecto conservante mediante la
eliminacién de la humedad y la reduccién de la actividad de agua (Heinz,
Hautzinger, 2007, p. 35).
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Para lograr el deseado color rojo o rosaceo de los productos cérnicos se utiliza
nitrito ya que tiene la capacidad de reaccionar la mioglobina con el tejido
muscular de la carne. El Nitrito de Sodio (NaNO;) o mas 6xidos de nitrdgeno
que se forman a partir del nitrito en un medio acido, se combinan con la
mioglobina para formar nitrosomioglobina, pigmento de la carne curada, un
compuesto rojo brillante, que es estable al calor (Heinz y Hautzinger, 2007,

p. 35).

Niveles de 125 mg/kg en la carne, que es 0,015%, son normalmente suficientes
para fines de preservacion y dar color a los alimentos (Heinz y Hautzinger,
2007, p. 34).

La quimica de los nitritos le otorga la capacidad antibacteriana por medio de un
conjunto de compuestos nitrosos, el anion de la sal negra de Roussin [Fe;Ss
(NO)7] *, es el compuesto mas activo frente a bacterias aerobias y anaerobias,
pero principalmente al control de la germinacion de las esporas de C.
Botulinum lo cual garantiza la seguridad ante el botulismo, el tipo mas grave de
intoxicacion  alimentaria (Cammack et al., 1999). Ademas, inhibe
microorganismos Yy bacterias asociadas con infecciones e intoxicaciones

alimentarias como Staphylococcus aureus y Salmonella (FAO, s.f).

En presencia de nitritos las grasas se estabilizan y se retarda el enranciamiento
oxidativo en productos carnicos (Heinz y Hautzinger, 2007, p. 68) debido a que
el nitrito por si mismo puede actuar como un prooxidante especialmente a
concentraciones superiores a 25 mg/kg (partes por millon), también actiia como
guelante de metales para atar metales presentes en la carne (Mac Donald,
Gray, y Gibbins, 2000).

La Norma Técnica NTE INEN 1338:96 establece el limite permitido de nitrito
para salchichas que es 125 mg/kg de peso de producto. La Ingesta Diaria
Admisible (IDA) de la OMS para el nitrito (0-0,07 mg/kg) se traduce en un
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equivalente a 222 mg de nitrato para un adulto de 60 kg (World Health
Organization [WHO], s.f).

La adicion de sal nitrante en cantidades de aproximadamente 2% genera un
contenido de nitritos en los productos carnicos de aproximadamente 150ppm
(partes por millon o 150 mg/kg) (Codex Alimentarius Comission, s.f). Este
contenido de nitritos no es toxico para los consumidores. En cualquier caso, la
cantidad de nitrito residual en el producto acabado no debe exceder 125 ppm

(Codex Alimentarius Comission, s.f).

Es importante el papel de los nitritos en la conservacion de los alimentos y la
capacidad para inhibir el crecimiento microbiano, pero debe medir el potencial
riesgo asociado con la formacién de nitrosaminas (Joint FAO/WHO Expert, s.f).

Desde el descubrimiento de la propiedad cancerigena de dimetilnitrosamina,
muchas otras nitrosaminas se han encontrado que inducen tumores malignos
en varias especies de animales de laboratorio. Existe una creciente
preocupacion con respecto a ciertas nitrosaminas como agentes etioldgicos
para el cancer en el entorno humano (Magee y Barnes, 2001). Por lo general,
es aceptado que el uso de nitritos como conservante de alimentos puede ser
asociado con la formacién de nitrosaminas en los alimentos, asi como en el
organismo animal (Joint FAO/WHO, s.f).

Las nitrosaminas varian en su potencial carcindogeno. Pueden inducir tumores
malignos en niveles muy bajos, tal como 2 ppm (0.0002%) en la dieta de las
ratas, equivalente a dosis diarias de 0.1 mg/kg. Una dosis oral Unica de 30

mg/kg de nitrosamina resultd ser cancerigeno en ratas (Crampton, 2000).

Cincuenta y un muestras de una gran variedad de productos de carne
contenian 5 pg/kg o menos dimetilnitrosamina (Fazio, Howard y White, 2001).
La dimetilnitrosamina se encontré en niveles de 10-80 ug/kg en cinco de 59
muestras carnicas (Sen, 2011). Analisis de 40 muestras de salchichas

frankfurter de ocho grandes productores en los Estados Unidos de América
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revelaron la presencia de dimetilnitrosamina en niveles de 2-84 pg/kg. Sen,
Donaldson, lyengar y Panalaks, 2007 informaron que de varias muestras de
tocino frito el contenido de nitrosaminas era de 4-25 ug/kg, mientras que

aguellas muestras sin freir su contenido era indetectable.

La legislaciébn alimentaria moderna se basa en principios y normas
internacionales y es bastante estricta en lo que respecta al uso de aditivos
alimentarios, razon por la cual cada vez mas se vaya implementado nuevas
estrategias para evitar el deterioro microbiologico (Calleja et al., 2010). La
inclinacion hacia la aplicacion de conservantes naturales es la tendencia actual
(Rodriguez, 2011).

1.5 Conservantes Naturales

La mayor parte de los compuestos con poder antioxidante y/o antimicrobiano
se encuentran presentes en las plantas. Al afadir de forma directa los
conservantes naturales a la carne ayudan a una dosificacion correcta, rapida y
econdémica. El principal inconveniente suele ser el limitado espectro de
actividad y las limitaciones sensoriales, debido a que en ciertos casos, estos
compuestos pueden alterar las propiedades organolépticas del alimento,
aportando aspecto, olor y/o sabor indeseables al producto. Por este motivo, es
esencial que la minima dosis del conservante natural sea efectiva y menor a su
dosis limite de deteccion sensorial (Fernandez, Zhi, Aleson, Pérez y Kuri,
2005).

Actualmente investigaciones se han centrado en plantas medicinales debido a
las exigencias del consumidor en cuanto a alimentos mas sanos, naturales y
libres de sustancias contaminantes. Hierbas y especias son consideradas como
GRAS (Generally recognized as safe) (Food and Drug Administration [FDA], s.f)
porque no presentan residuales toxicos, por lo que su uso las hace mas
seguras que otros aditivos sintéticos potencialmente peligrosos, como por
ejemplo, nitritos, nitratos, butilhidroxitolueno y butilhidroxianisol, su empleo ha

generado interés en generar métodos mas naturales para extender la vida util
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de los alimentos. Igualmente, las plantas arométicas medicinales poseen
compuestos activos antioxidantes y antimicrobianos que pueden cumplir la
misma funcién que sustancias presentes en aditivos sintéticos lo que al mismo

tiempo cumple con las expectativas del consumidor (Cardona y Mejia, 2009).

El empleo de plantas aromatico medicinales, exclusivamente el uso de romero,

sera el propdsito de la presente investigacion.

1.6 Caracteristicas del Romero

La familia Labiatae con sus especies mas estudiadas romero (Rosmarinus
officinalis L.), salvia (Salvia officinalis L.), tomillo (Thymus vulgaris L.) debido a
sus propiedades antimicrobianas y antioxidantes se destacan como plantas

aromatico medicinales (Chan, Kong, Yee, Chuay Loo, 2012).

En la industria alimentaria el romero es utilizado como aditivo alimentario
GRAS, siendo la unica hierba comercialmente disponible para su uso como
antioxidante alimentario en Estados Unidos (FDA, s.f; Moreira, Ponce, Del Valle
y Roura, 2005). Los productos derivados de la industrializacion del romero son:
hojas, aceites esenciales y extractos obtenidos por medio de una destilacion de
la hoja seca libre de aceite con diferentes solventes (FAO, s.f).

En estudios in vitro al romero se le ha atribuido el 90% de la actividad
antioxidante de hojas y flores de romero a polifenoles diterpenos: &cido
carnosico, carnosol (Aruoma, Halliwell, Aeschbach y Loliger, 2003). También lo
componen flavonoides: apigenina, genkwanina y luteolina y compuestos
altamente volatiles a temperatura ambiente responsables de su caracteristico
aroma como verbenona, a-pineno, canfeno y borneol (Okamura, Haraguchi y
Yagi, 1994) y acidos fendlicos como el acido rosmarinico (Del Bano et al.,
2003). En particular, el acido carndsico se destaca al presentar actividades
antimicrobianas y antioxidantes (Aruoma, Halliwell, Aeschbach y Loliger, 2003)
al ser el compuesto fendlico que forma mayor parte de la estructura del romero,

también constituye el extracto con la mayoria de estudios sobre la capacidad
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antioxidante, resultando mejor que aditivos quimicos como BHT y BHA
(Frankel, Huang, Aeschbach y Prior, 2000; Fernandez, Zhi, Aleson, Perez y
Kuri, 2005).

El alto contenido de compuestos fendlicos del romero permite obtener tanto
compuestos hidrosolubles como liposolubles. La actividad antioxidante vy
antimicrobiana depende del tipo de compuesto presente, asi extractos como
carnosol y &cido carndsico presentan mayor efecto en sistemas lipidicos
heterofasicos (emulsiones), estos compuestos ejercen actividad quelante frente
a radicales peroxilo que intervienen en la peroxidacion de los lipidos de la
membrana (Frankel, Huang, Aeschbach y Prior, 2000). El acido rosmarinico
ejerce mayor efecto conservante en sistemas acuosos (Hopia, Huang,
Schuwarz, German y Frankel, 2006). Ademas, muestra numerosas funciones
del tipo biolégicas (antivirales, antiinflamatorias, antibacterianas, antioxidantes)

y para defensas contra agresiones externas (Wei y Wang, 2001).

El poder preservante del romero se debe a la suma de los compuestos que lo
componen, los cuales presentan diferentes mecanismos de accion: las
quinonas isoprenoides (metabolitos secuandarios del romero) producen
radicales libres inactivos y son secuestrantes de especies reactivas al oxigeno
(ROS) como lo hacen los compuestos fendlicos (Basaga, Tekkaya y Acikel,
2005). También, actian como agentes quelantes de iones metalicos (i6n
hierro) para evitar la generacion de radicales libres y especies reactivas
derivadas del oxigeno. Los compuestos fendélicos también tienen una distinta
hidrofobicidad, lo cual interviene en el transporte en el interior de la membrana
celular, lo que determina al mismo tiempo la actividad antibacteriana (Daglia,
2012). El aceite esencial de romero es el compuesto hidrofobo mas importante
ya que el 80% se encuentra formado por compuestos fendlicos de importancia
como acido carnésico, carnosol, acido rosmarinico y rosmanol (Aruoma,
Halliwell, Aesch y Loliger, 2003; Del Bano et al., 2003) lo que le confiere

propiedades antioxidantes como antimicrobianas.
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Hernandez, Ponce, Jaramillo y Guerrero, 2007 investigaron la actividad
antioxidante de diferentes extractos de romero, salvia y orégano en pastas
carnicas, concluyendo que el extracto de romero presentd mayor poder
antioxidante que los de orégano y de salvia. Moreira, Ponce, Del Valle y Roura,
2005 concluyeron mediante varios estudios in vitro que el aceite esencial de
romero presentd un amplio espectro de accion antimicrobiana para bacterias
tanto Gram positivas como Gram negativas. Shelef, Naglik y Bogen, 2013
demostraron el efecto antimicrobiano de algunas especies actuando el romero
principalmente contra organismos como: Bacillus cereus, Staphylococcus

aureus y Vibrio parahaemolyticus.

La propiedad antioxidante y antimicrobiana del romero le confiere la capacidad
de ser conservante natural por lo que su uso es ampliamente aplicado en carne

y sus derivados.

1.6.1 Aplicacién del romero como preservante en carne y productos

carnicos

Estudios de Frankel, Huang, Aeschbach y Prior, 2000 sugieren que la actividad
antioxidante del romero se debe al carnosol, &cido rosmarinico y al &cido

carndsico.

El aceite esencial de romero inhibié con éxito el desarrollo de la oxidacion
lipidica y la estructura proteica en salchichas Frankfurt debido al efecto
antioxidante del romero siendo mas intenso a mayores concentraciones
(Estevez y Cava, 2005). En otra investigacion, se verifico la efectividad de un
extracto de romero en concentraciones de 1500 y 2500 ppm versus BHT, BHA
en salchichas de cerdo congeladas y precocidas-congeladas, en salchichas de
cerdo frescas (500 a 3000 ppm) en refrigeracion. Se valord color, sustancias
reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) el cual es un indice para medir
oxidacion lipidica y pruebas sensoriales. El analisis del estudio demostré que el

extracto de romero a 2500 ppm fue tan efectivo como el BHA y BHT en las
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salchichas de cerdo refrigeradas y precocidas-congeladas al mantener valores
bajos de TBARS. Mientras en las salchichas crudas los antioxidantes sintéticos
presentaron menos eficacia que el extracto de romero al obtener valores
TBARS altos o pérdida del color rojo (Sebrabnek, Sewalt, Robbins y Houser,
2005).

La oxidacion lipidica en empanadas de carne fue inhibida por el extracto de
romero, extracto de orégano, y &cido ascorbico. La combinacién de &cido
ascoérbico y romero mostré la mayor proteccion contra el desvanecimiento del
color y la oxidaciébn de la mioglobina y de lipidos (Sanchez, Djenane,

Torrescano, Beltran y Roncales, 2003).

Diferentes dosis de extractos de romero (0, 250, 500, y 750 ppm) combinados
con bajos niveles de nitrito de sodio (40, 80, y 120 ppm) retrasé positivamente
la oxidacion lipidica en paté de higado. La concentracion de nitrito sédico
afadido a paté de higado podria reducirse de 120 a 80 ppm cuando se afiade
extracto de romero en las tres concentraciones, sin ningun efecto negativo
sobre la oxidacion de lipidos, nivel de antioxidantes, y estabilidad de color.
Ademas, el paté con mayor concentracibn de romero mantuvo el color rojo
durante un mayor periodo de tiempo color (Balentine, Crandall, O'Bryan,
Duong, y Pohlman 2006).

Los compuestos responsable de la accién antibacteriana son los fenoles di-
terpenoides (Del Campo, Amiot, y Nguyen, 2000; Cuvelier, Richard, y Berset,
2002). Estos compuestos actuan dafiando la membrana celular, conduciendo a
la fuga de los componentes celulares, inactivando de ese modo la destruccion

de los microorganismos (Oussalah, Caillet, Saucier y Lacroix, 2006).

Los dos extractos etandlicos de romero in vitro e in situ presentaron efecto
antimicrobiano frente a S. aureus, L. Monocytogenes y Salmonella tiphynurium
en una investigacion donde se analiz6 la actividad antimicrobiana del romero
(Faixova y Faix, 2008).
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Se realizé una investigacion con romero para determinar el efecto del romero,
cloruro de sodio, lactato de sodio y eritorbato de sodio en la limitacion del
crecimiento de Lactobacillus. Los 3 ultimos compuestos no inhibieron el
crecimiento microbiano lo que ocasioné el deterioro del alimento por la
produccion de acido lactico, mientras el romero fue identificado como una
variable mas importante para la inclusion en un modelo de jamon cocido

(Kalschne, Geitenes, Veit, Sarmento y Colla, 2014).

En otro estudio, se evaludé el potencial conservante del aceite de romero a
diferentes concentraciones, en salami, para sustituir total o parcialmente
aditivos como nitrito, butilhidroxianisol. El extracto de romero de mayor
concentracion presenté mayor control antibacterial in vitro frente a Clostridium
perfringens (Armitage, Hettiarachch y Moonsor, 2002). Productos carnicos a
base de carne de cerdo con diferentes presentaciones y concentraciones de
romero fueron almacenados a temperaturas de refrigeracion y evaluados a los
0, 1, 3y 7 dias. Los resultados fueron los siguientes: el aceite esencial de
romero inhibi6 el crecimiento de bacterias coliformes y enterococos, mas no el
de bacterias aerobias mesoéfilas, mientras que la especia seca incrementé el
namero de bacterias aerobias mesofilas, coliformes y enterococos (Hac-

Szymanczuk, Lipinska, y Stasiuk, 2011).

El romero al estar compuesto de extractos con propiedades antimicrobianas y
antioxidantes representa una ventaja y una nueva alternativa como preservante
en productos carnicos. Sin embargo, es importante emplear la correcta
dosificacion para asi no afectar las propiedades organolépticas y evitar

caracteristicas indeseables en el alimento.

Reemplazar conservantes sintéticos por naturales constituye una alternativa
hacia el consumo de productos carnicos para crear una cultura de alimentacion
mas sana para el ser humano evitando el consumo de aditivos quimicos,
manteniendo las caracteristicas organolépticas del producto. Por tanto, sustituir

los nitritos en las salchichas de pollo tipo Frankfurt, a partir de la evaluacion de
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los diferentes tipos de particula del romero (Rosmarinus Officinalis L), planta
aromatica con potentes propiedades antimicrobianas y antioxidantes,

constituye el problema a resolver en este estudio.
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2. DESARROLLO METODOLOGICO

2.1 Localizacion y duracion experimental

El ensayo tuvo una duracidn de seis meses distribuidos en ensayos
consecutivos, donde se elabord la salchicha de pollo tipo Frankfurt. El estudio
se realizd en los laboratorios de Produccion de Alimentos y de Analisis
pertenecientes a la Facultad de Ingenieria Agroindustrial y de Alimentos de la

Universidad de las Américas.

2.2 Proceso de elaboracion de salchicha de pollo tipo Frankfurt con

adicién de Romero

Para la fabricacion de salchichas se utilizé una formulacion especifica para este
tipo de embutidos como se detalla en la Tabla 4.

Tabla 4. Formulacion Salchicha Frankfurt.

Formulacién (600 g)

Ingredientes % @
Pollo 49,28 295,68
Grasa de cerdo 19,25 115,51
Tocino 9,02 54,14
Hielo 19,25 115,51

Proteina Aislada 0,39 2,31

Carragenina 0,37 2,19

Fosfatos 0,03 0,17

Acido Ascorbico 0,54 3,24

Eritorbato 0,16 0,98

Sal 1,54 8,66

Ajo 0,24 1,44

Miel de maple 0,02 0,11

Humo Liquido 0,01 0,05

TOTAL 100 600
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El proceso de elaboracion del producto se detalla en la Figura 1, Anexo 1. Es
indispensable un cutter (mezclador) para formar la emulsion y también un
proceso térmico que le otorgue una consistencia firme y elastica a la salchicha

mediante la coagulacion de las proteinas.

( Imicio ] @
! %

Recepcian
de materia Atado
prima
Troceado Cubos de Escaldado 75 82 °C
B-10 cm X 10 rndn.
Maolido y .
picado Enfriada Aguan ia

v 3

Ingredientes.

Mezclado carmicos, no Almacenado 4°C
CIMMISoE: 3
LElp] = L]
Embutido . . Fin
Tripa de colagens N )

%

GO

Figura 1. Diagrama de flujo de la fabricacién de la salchicha Frankfurt

con Romero
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2.3 Descripcion tecnologica del proceso

Recepcidon de Materia Prima: se utilizé carne de pollo, lonja de cerdo y tocino,

las cuales estaban previamente refrigeradas.

Troceado: los pedazos de carne seleccionados se cortaron en pedazos de

aproximadamente 5-10cm.
Molienda y picado: la carne y la grasa se molieron por separado.

Mezclado: esta operacion se la realiz6 simultdneamente en el cutter, aparato
provisto de cuchillas, el cual cortd finamente la carne y generé una mezcla

homogénea. En el picado se afiadieron los ingredientes en el siguiente orden:

1. Carne de pollo, sal y fosfatos, a velocidad lenta hasta alcanzar una pasta
gruesa y homogénea.

2. Se agregd6 50% de hielo, hasta obtener una pasta fina y bien ligada.

3. Se afadi6 la lonja o grasa de cerdo.

4. Se agregd la proteina aislada mas los condimentos (miel de maple,
humo liquido, ajo).

5. Se adicioné eritorbato, acido ascorbico incluyendo el 25% de hielo
restante.

6. Romero (hojas, polvo, aceite esencial), dependiendo el tratamiento.

7. Latemperatura de la pasta no excedié de 15 °C.
Embutido: La pasta carnica se embutié en tripas de colageno.

Atado: las salchichas se ataron en cadena, alrededor de 10cm, utilizando hilo

de algodon.

Tratamiento Térmico: las salchichas se sometieron a pasteurizacion

(escaldado) en agua a 75- 82 °C por 10 minutos.

Choque Térmico: después del tratamiento térmico se bajo la temperatura

bruscamente mediante una ducha de agua fria.



26

Empacado: se empacaron las salchichas al vacio en fundas de polietileno.

Almacenamiento: El producto fue almacenado bajo refrigeracién a 4 °C.

2.4 Disefio Experimental

El presente estudio tuvo la finalidad de obtener el mejor tratamiento para
elaborar salchichas de pollo tipo Frankfurt mediante el estudio de tres tipos de
particula de romero (polvo, hojas, aceite esencial) y dos concentraciones de la
especia (290,350 ppm) como se indica en la Tabla 5. Se utilizé un disefio de
Bloques completos al azar con arreglo factorial de 3 x 2 x 3 con seis
tratamientos mas el control (Tabla 6) y 3 repeticiones, con medidas repetidas
en el tiempo a los 1, 15 y 30 dias para evaluar caracteristicas fisico-quimicos,
microbiolégicos y sensoriales. Se utilizd el programa estadistico “InfoStat”
version 7.0, con separacién de medias Tukey con nivel de significancia del 95%
para poder encontrar diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos. El testigo no fue analizado dentro del programa estadistico ya que
no presentd factores ni niveles experimentales al prescindir de romero, por lo
que su desviacion estandar no estuvo ajustada a la media a diferencia de los
demas tratamientos. Para la evaluacion sensorial el testigo si formé parte del
analisis ya que se necesitaba diferenciar la influencia del romero en la

aceptabilidad de las salchichas sin romero.
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Tabla 5. Factores en Estudio

Concentraciones de romero
FACTOR A e Al1290 ppm
e A2 350 ppm

Tipo de particula de romero

FACTOR B e Bl Aceite
e B2 Polvo
e B3 Hojas

Tabla 6. Tratamientos Experimentales

TRATAMIENTOS CcODIGO DETALLE
T1 A2B1 350 ppm + aceite de romero
T2 Al1B1 290 ppm + aceite de romero
T3 A2B3 350 ppm + hojas de romero
T4 A1B3 290 ppm + hojas de romero
T5 A2B2 350 ppm + polvo de romero
T6 Al1B2 290 ppm + polvo de romero
T7 Testigo Sin romero

Para 1 repeticion, 1 bloque se utilizé 4.200 g de carne, una formulacion de 600
g se destind para cada tratamiento. De los 600 g, 300 g se destinaron para la
evaluacion sensorial y los otros 300 g para las medidas repetidas en el tiempo,
para los analisis microbioldgicos y fisico-quimicos, se utilizé 2 salchichas por

dia de 50 gramos cada una.
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El andlisis de varianza de las diferentes variables en estudio se llevé a cabo

con las Fuentes de Variacion y Grados de Libertad que se muestran en la

Tabla 7 y Tabla 8.

Tabla 7. Andlisis de Varianza

Fuente de Variacion

Grados de Libertad

Total 53

Concentracién de Romero 1

Tipo de Particula de Romero 2
Concentracion de Romero x Tipo de Particula de Romero 2
Tiempo x Concentracién de Romero 2

Tiempo 2

Tiempo x Tipo de Particula de Romero 4

Tiempo x Tipo de Particula x Concentracién 4
Repeticion 2

Error 34

Tabla 8. Analisis de varianza de la evaluacion sensorial.

Fuente de Variaciéon

Grados de Libertad

Error

Total 239
Repeticion 59

Tratamiento 6
174
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2.4.2 Variables en estudio

Humedad

El valor de humedad fue obtenido por medio de desecacion en mufla (Norma
ISO 1492:2014). Se pes6 5 gramos de salchicha (P), en un crisol con tapa,
previamente pesado (Po= Peso del crisol+ Peso de la muestra), el mismo que
fue introducido en la mufla a 105 °C por 24 h. Pasadas las 24 h el crisol se
volvié a pesar (Pf) (Anexo 2) y el porcentaje de humedad se calculé con la

ecuacion 1.

%H = [(Po — Pf)/P] * 100 (Ecuacion 1)

Acidez Titulable

Se pes6 10 gramos de salchicha la cual se introdujo en un vaso volumétrico de
100 ml y se afadi6é agua destilada a 40 °C hasta alcanzar 100 ml. La mezcla
fue agitada vy filtrada. Posteriormente se tom6 25 ml de la soluciéon con una
probeta lo que represent6 2.5 g de la muestra. Finalmente, se llen6 una bureta
con una solucion de sodio 0,1 N para medir la acidez, donde se va titulando la
solucion con fenoftaleina hasta alcanzar un color rosa para asi tomar la lectura
en la bureta y calcular la cantidad de hidréxido de sodio utilizado para
neutralizar la acidez de la muestra (Anexo 3) y el porcentaje de humedad se

calculo con la ecuacién 2 (ISO 14388, s.f).

% Acidez =V x N x Meq x 100 g o ml de muestra (Ecuacion 2)
Donde:

V= volumen de NaOH consumidos

N= normalidad del NaOHMeq

Meqg= miliequivalente del acido predominante en la muestra
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Potencial de Hidrogeno (pH)

El pH se determind respecto a la Norma I1SO 2917:2014 por homogenizacion.
Se pes6 5 gramos de muestra, 45 ml de agua destilada y se mezcl6 en un
homogeneizador por 1 minuto y se dejo reposar la muestra por 5 minutos.
Posterior a esto, se midi6 el pH de la muestra con un pHmetro calibrado

mediante una solucion buffer pH 4 (Anexo 4).

Andlisis Microbioldgico

Para determinar el efecto antimicrobiano de las particulas de romero en las
salchichas se evaluaron los microorganismos Aerobios mesofilos Totales
segun la Norma ISO 4833:2003.En medio de cultivo Tryptic Soy Agar por
siembra a profundidad y Staphylococcus aureus (NTE INEN 1529 — 14 s.f) en
medio de cultivo Mannitol Salt Agar mediante siembra por extension en
superficie. Se elaboré agua de peptona buferada para preparar las diferentes
diluciones de siembra. Todos los medios y materiales necesarios se

esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 2 horas.

El tiempo de incubacion para microorganismos Aerobios mesdfilos Totales fue
de 37 °C por 72 h, 37 °C por 32 h para Staphylococcus aureus.

La siembra se llevé a cabo en una camara de flujo y cada muestra se analiz6
por triplicado. Se pesé 1 gramo de muestra con bisturis estériles y se la
introdujo en tubo de ensayo. Al tubo de ensayo se le agregd 9 ml de agua de
peptona. Posteriormente, se homogeniz6 por 15 minutos. Asi, se logro la
primera dilucion, a partir de esta se obtuvieron las siguientes diluciones. La
dilucion se ajusté dependiendo de los recuentos. Una vez inoculadas las
muestras estas fueron incubadas para proceder al recuento de unidades
formadoras de colonias, mediante contador de placas, el resultado fue

expresado como log ufc g (Anexo 5) y se calculé con la ecuacion 3.

X — (Ecuacion 3)

fdilucion  ml

ufc = #colonais X
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Andlisis Sensorial

Con el objeto de evaluar los atributos sensoriales y la aceptabilidad de la
salchicha de pollo tipo Frankfurt con romero, se realizé un andlisis sensorial de
olor, color, textura, sabor, sobresabor mediante una escala hedonica de 7
puntos en el Instituto Técnico Superior “Libertad”. Para esta evaluacién se
contd con un total de 30 estudiantes de enfermeria. Cada evaluador recibio 4
muestras elegidas al azar de las cuales tres fueron de los tratamientos mas el
testigo que siempre estuvo entre las muestras. Las salchichas fueron
calentadas y presentadas a los panelistas sobre platos plasticos codificados
(tres digitos) al azar, se utiliz6 agua y galletas como medio neutralizador.
Ademas, los panelistas respondieron a la pregunta cuanto le gusta la salchicha

en una escala hedonica de 1 a 7 puntos (Tabla 9) (Anexo 7).

Tabla 9. Escala hedénica.

Valor Grado de Aceptabilidad
7 Me gusta mucho
6 Me gusta moderadamente
5 Me gusta poco
4 No me gusta ni me disgusta
3 Me disgusta poco
2 Me disgusta moderadamente
1 Me disgusta mucho

Color

El color de las salchichas se determiné cualitativamente por medio de una tabla
de colores Munsell, la cual comparo el color de las muestras con los colores de

la carta, concediendo un valor de color de acuerdo a la intensidad de la
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muestra. La notacion del color de la muestra se escribié de la siguiente forma

Tono Valor/Saturacion (Anexo 7).

Tono

Figura 2. Tabla Munsell.

Valor

Saturacion
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Efecto en la humedad

La humedad constituye aproximadamente el 60%-65% de la composicion de
una salchicha Frankfurt. Brinda textura y es parte esencial del resultado final en

el alimento.

La variable humedad se vio afectada, por la concentracion del romero, el tipo
de particula del romero y por el tiempo de almacenamiento. Sin embargo, la
interaccién entre los dos primeros factores nombrados, es la de mayor
influencia en los resultados obtenidos, mientras el tiempo de almacenamiento
fue afectado por la adicibn de romero, pero no de una manera altamente

significativa como muestra la Tabla 10.

Tabla 10. Analisis de varianza de humedad encontrado en las salchichas
Frankfurt de pollo durante 30 dias.

o Grados de Suma de Cuadrados
Fuentes de Variacion ) ] p-valor
Libertad Cuadrados Medios
Total 53 776.11 - -
Concentracién de Romero 1 82,14 82,14 0,0005 **
Tipo de Particula de Romero 2 213.28 106,64 <0,0001 **
Concentracion x Tipo de

2 120,00 60,00 0,0003 **

Particula

Tiempo x Concentracion de

2 1,29 0,65 0,8921 ns

Romero
Tiempo 2 37,07 18,54 0,0497 *

Tiempo x Tipo de Particula
4 3,95 0,99 0,9498 ns
de Romero
Tiempo x Tipo de Particula x 4 3,14 0,79 0,9666 ns
Concentracion
Repeticién 2 123,25 61,63 0,0002
Error 34 191,97 5,65 -

Nota: a. * Factor significativo (P<0.05). b. ** Factor altamente significativo (P<0.001). c. ns

no significativo
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La salchicha Frankfurt con menor humedad, fue la del tratamiento que contiene
350 ppm de aceite esencial de Romero lo que es estadisticamente significativo

para todos los tratamientos (Tabla 11).

Tabla 11. Analisis estadistico de la variable humedad durante 30 dias.

Dia 1 Dia 15 Dia 30
) ) Porcentaj
Porcentaje Porcentaje
e
de de
DE DE de DE
. Humedad Humedad
Tratamientos Humedad
(Media) (Media) .
(Media)
60,31 61, 87 62,48
Polvo 290 ppm 3,37 3,43 3,51
A-x A- x A-y
60,8 61, 61 62,25
Hoja 350 ppm 3,31 3,40 3,54
A- x A- x A-y
60,00 61, 55 62,21
Hoja 290 ppm 3,27 3,31 3,37
A- x A- x A-y
59,84
Aceite esencial 61,28 61,93
A-x 3,17 3,28 3,45
290 ppm A-x A-y
Polvo 350 ppm 59,75 61, 25 61,88
3,21 3,29 3,47
A- x A- x A-y
Aceite esencial 59,13 59.17 59,37
3,92 4,19 4,08
350 ppm B- x B- x B-y
Testigo (sin 60,6 4,92 62,17 5,00 62,47 4,70
romero)
Coeficiente de 3,92 %
Variacion

Nota: ABC, Letras iguales en la misma columna no tienen diferencia significativa (P>0.05)

xyz, Letras iguales en la misma columna no tienen diferencia significativa (P>0.05)

El tratamiento de menor humedad (aceite esencial 350 ppm) se podria
considerar como adecuado. Segun Heinz y Hautzinger, p.5, una baja actividad
de agua en una salchicha, evita la proliferacion de microorganismos durante el
almacenamiento. Estos resultados se prodrian explicar porque el aceite
esencial de romero desplazé el agua de las salchichas debido a la naturaleza

hidrofoba del aceite (Aruoma, Halliwell, Aesch y Loliger, 2003; Del Bano et al.,
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2003).El aceite de romero se considera un producto estable (FAO, s.f) porque
el secar las hojas previo a la extraccion del aceite, limita la reaccion con otras
sustancias y alarga la vida del aceite esencial. Por otro lado, la actividad
antioxidante del aceite esencial de romero mantiene la capacidad de retencion
de agua de la estructura proteica en embutidos, especificamente Frankfurters
(Estevez y Cava, 2005). Las proteinas miofibrilares son las responsables de
retener altas cantidades de agua siempre y cuando estas no sufran oxidacion.
(Estevez y Cava, 2005).

En una comparacién no estadistica con el control sin romero, todos los
tratamientos presentaron menor humedad en este estudio. Las salchichas de
control presentaron mayor humedad lo que se podria explicar a la falta de
romero y nitrito en la formulacién los cuales actian dismiyendo la humedad y la
actividad de agua para cumplir su funcion conservante (Heinz, Hautzinger,
2007, p.35).

El porcentaje de humedad en productos escaldados como salchichas Frankfurt
segun la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1338:96 tiene un maximo del

65%. Todos los tratamientos se encuetran dentro del limite permitido.

El aceite esencial de romero de 350 ppm afect6 la humedad de las salchichas
tipo frankfurt, disminuyendo las probables reacciones que ésta podria presentar

durante el tiempo de almacenamiento.
3.2 Efecto en la acidez

La acidez en productos céarnicos determina su grado de aceptacion por el
consumidor. Ademas, los acidos en el alimento generalmente inhiben el
crecimiento bacteriano y por otro lado es importante su medicion ya que una
acidez desarrollada en el producto significaria deterioro del producto por
reacciones microbiolégicas, enzimaticas. En esta investigacion, se pudo
determinar el efecto del romero en la acidez de las salchichas tipo Frankfurt

durante su tiempo de almacenamiento (Tabla 12).
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Tabla 12. Analisis de varianza de la acidez de las salchichas durante 30 dias.

Fuentes de Variacion | Grados de Suma de Cuadrados p-valor
Libertad Cuadrados Medios
Total 53 0,85 - -
Concentracién de 1 0,0042 0,00 0,57 ns
Romero
Tipo de Particula de 2 0,27 0,14 0,0003 **
Romero
Concentracion x Tipo 2 0,02 0,01 0,50 ns
de Particula
Tiempo x 2 0,01 0,00 0,69 ns
Concentracion de
Romero
Tiempo 2 0,02 0,01 0,44 ns
Tiempo x Tipo de 4 0,01 0,00 0,97 ns
Particula de Romero
Tiempo x Tipo de 4 0,04 0,01 0,57 ns
Particula x

Concentracion
Repeticion 2 0,04 0,02 0,22

Error 34 0,44 0,01 -

Nota: a. * Factor significativo (P<0.05). b. ** Factor altamente significativo (P<0.001). c. ns

no significativo

La Tabla 12 indica que el tipo de particula fue el factor determinante en la
variable acidez. El aceite esencial de romero, presentd el mayor porcentaje de
acidez en las salchichas en todos los dias de analisis, haciendo que se

diferencie de la hoja y polvo de romero (Tabla 13).
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Tabla 13. Diferencia entre las medias de la acidez en las salchichas de pollo
Frankfurt durante los 30 dias de almacenamiento.

Tipo de Particula de Porcentaje de Acidez Desviaciéon Estandar
Romero (Media)
(%)
Aceite Esencial 0,373 A 0,21
Hoja 0,340 B 0,21
Polvo 0,330 B 0,19
Testigo (sin romero) 0,305 0,33
Coeficiente de Variacion 56, 87 %

Nota: ABC, Letras iguales en la misma columna no tienen diferencia significativa (P>0.05)

El porcentaje de acidez de las salchichas con aceite esencial en cualquiera de
las 2 concentraciones es mas adecuado ya que los productos carnicos
necesitan de un nivel acidez leve para asi no favorecer el crecimiento
bacteriano durante el tiempo de almacenamiento y potenciar la accién de los
antimicrobianos (Heinz y Hautzinger, 2007, p.5). El aceite esencial de romero
junto con el acido ascorbico de la formulacion actuaron como sinergistas
(Sanchez, Djenane, Torrescano, Beltran y Roncales, 2003), es decir, el acido
ayudo a que el aceite esencial cumpla la funcién preservante, aumentando la
acidez del producto para evitar el desarrollo de bacterias patégenas. También
ejercié proteccion contra el desvanecimiento del color y la oxidacién de la
mioglobina y de lipidos (Sanchez, Djenane, Torrescano, Beltran y Roncales,
2003).

Comparando aquellas sachichas sin romero con los demas tratamientos, estas
se acidificaron a los 15 dias de almacenamiento esto debido a una caida de pH
(5,48-5,82-5, 58) (Tabla 13) probablemente a causa del desarrollo de bacterias
acido lacticas las cuales actuan bajando el pH mediante la produccién de
acidos organicos (lactico), estos resultados coinciden con los de (Kalschne,
Geitenes, Veit, Sarmento y Colla, 2014) y son las principales bacterias
causante de deterioro en productos carnicos escaldados (Devlieghere,

Geeraerd, Versyck, Bemaert, Van Impe y Debevere, 2000).
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El aceite esencial de romero tuvo efecto en la acidez de las salchichas tipo
los 30 dias de

almacenamiento y manteniendo un medio acido leve inhibiendo el crecimiento

frankfurt, evitando acidificacion del producto durante

bacteriano.

3.3 Efecto en el pH

El control del pH es un importante indicador en la elaboracién de embutidos,
tanto de condiciones higiénicas como de procesos de transformacién, ademas
de asegurar el correcto grado de acidez del producto. Para este estudio se
evaluo el efecto del romero en el pH durante el tiempo de almacenamiento
(Tabla 14).

Tabla 14. Analisis de varianza del potencial de Hidrégeno encontrado en las
salchichas Frankfurt de pollo durante 30 dias.

Fuentes de Variacion Grados de Suma de Cuadrados p-valor
Libertad Cuadrados Medios
Total 53 6,97 -
Concentracion de 1 0,01 0,01 0,64 ns
Romero
Tipo de Particula de 2 0,10 0,05 0,35 ns
Romero
Concentracion x Tipo de 2 0,03 0,01 0,76 ns
Particula
Tiempo x Concentracion 2 0,21 0,10 0,11 ns
de Romero
Tiempo 3,32 1,66 <0,0001 **
Tiempo x Tipo de 4 0,17 0,04 0,45 ns
Particula de Romero
Tiempo x Tipo de 4 0,39 0,10 0,09 ns
Particula x Concentracién
Repeticion 2 1,22 0,61 <0,0001
Error 34 1,53 0,04 -

Nota: a. * Factor significativo (P<0.05). b. ** Factor altamente significativo (P<0.001). c. ns

no significativo
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La Tabla 14 indica que la variable pH se vio afectada, por el tiempo de
almacenamiento. A partir de los 30 dias de elaboracion las salchichas

presentaron una diferencia significativa en el pH (Tabla 15).

Tabla 15. Analisis estadistico de la variable pH.

Tiempo “Valor de pH Desviacién Estandar
(dias) (Media)
30 5,92 x 0,33
15 569y 0,29
1 555y 0,38
Testigo (30) 5,58 0,63
Testigo (15) 5,82 0,71
Testigo (1) 5,48 0,62
Coeficiente de 3,99 %
Variacion

Nota: xyz, Letras iguales en la misma columna no tienen diferencia significativa (P>0.05)

Para la identidad de derivados carnicos escaldados es necesario un aumento
de pH de 5.6 a 6 para obtener una alta capacidad de retencion de agua (CRA)
(Heinz y Hautzinger, 2007, p.4), estos resultados se pueden observar en la
Tabla 15.

En una comparacion no estadistica con las salchichas de control, éstas bajaron
el pH en esta investigacion (Tabla 13), esto posiblemente se debe a procesos
deteriorativos como la oxidacion probablemente debido a que el testigo no
presentd romero en la formulacion el cual cumple una importante accion
antioxidante en productos carnicos debido a polifenoles diterpenos: acido
carnosico, carnosol (Aruoma, Halliwell, Aeschbach y Loliger, 2003) los cuales
presentan mayor efecto en sistemas lipidicos heterofasicos (emulsiones), estos
compuestos ejercen actividad quelante frente a radicales peroxilo que
intervienen en la peroxidacién de los lipidos (Frankel, Huang, Aeschbach y
Prior, 2000). Ademas, los compuestos fendlicos producen radicales libres

inactivos que son secuestrantes de especies reactivas al oxigeno (Basaga,
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Tekkaya y Acikel, 2005). Algunos autores citan estudios donde el romero actia
como antioxidante en pastas cérnicas, salchichas Frankfurt, salchichas de
cerdo,empanadas de carne (Hernandez, Ponce, Jaramillo y Guerrero, 2007;
Estevez y Cava, 2005; Sebrabnek, Sewalt, Robbins y Houser, 2005; Sanchez,

Djenane, Torrescano, Beltran y Roncales, 2003).

El valor maximo de pH en productos escaldados como salchichas Frankfurt
segun la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1338:96 es de 6,2. Todos los

tratamientos se encuetran dentro del limite permitido.

El romero afecté el pH de las salchichas tipo frankfurt, manteniendo una alta
capacidad de retencion de agua, retardando procesos oxidativos y

conservando el rango de pH adecuado durante el tiempo de almacenamiento.

3.4 Efecto en el crecimiento de Aerobios mesoéfilos

Un recuento de aerobios mesofilos en productos carnicos representa una
variable para determinar el tiempo de vida util del alimento ya que refleja la
calidad sanitaria, las condiciones de manipulacion, las condiciones higiénicas
de la materia prima. En la presente investigacion se determind el efecto del
romero como antibacterial frente al crecimiento de bacterias mesofilas durante

el tiempo de almacenamiento de las salchichas Frankfurt (Tabla 15).
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Tabla 16. Analisis de varianza de Aerobios mesodfilos encontrado en las
salchichas Frankfurt de pollo durante 30 dias.

Grados
Suma de Cuadrados
Fuentes de Variacion de p-valor
Cuadrados Medios
Libertad
Total 53 36954,57 - -
Concentracion de
1 2477 ,96 2477 ,96 0,03 *
Romero
Tipo de Particula de
2 5242,69 2621,34 0,01 *

Romero

Concentracion de
Romero x Tipo de 2 993,78 496,89 0,04 *
Particula de Romero

Tiempo x Concentracion

2 1487,57 743,78 0,25 ns
de Romero
Tiempo 2 4466,33 2233,17 0,02 *
Tiempo x Tipo de
4 1487,57 788,95 0,21 ns
Particula de Romero
Tiempo x Tipo de
4 752,22 188,05 0,21 ns
Particula x Concentracion
Repeticion 2 1079,18 539,59 0,36
Error 34 17299,04 508,80 -

Nota: a. * Factor significativo (P<0.05). b. ** Factor altamente significativo (P<0.001). c. ns

no significativo

La Tabla 16 indica que la variable aerobios mesofilos se vio afectada por la
concentracion del romero, el tipo de particula del romero y por el tiempo de

almacenamiento.

El crecimiento de aerobios mesodfilos en los tratamientos, se diferencio
significativamente por el tipo de particula y la concentracion del romero en la
salchicha. El aceite esencial de romero de 350 ppm, mostré el menor recuento
de aerobios mesodfilos, haciendo que la salchicha, sea diferente a todas las
demas (Tabla 17).



Tabla17. Analisis estadistico de la variable Aerobios mesoéfilos a través del
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tiempo.
Dia 1 Dia 15 Dia 30
(Media) D.E (Media) D.E (Media) D.E
(Log (Log UFC/g)
Tratamientos (Log UFC/g)
UFC/qg)
Polvo 290 ppm 1,00 0,00 40,01 36,30 56, 15 52,20
A-x 21,6 A-x A-y
Hoja 350 ppm 1,00 0,00 15,01 0,00 20, 63 0,00
A-x AB-x AB-y
Hoja 290 ppm 1,00 0,00 13,34 0,00 19, 14 43,90
A-x AB-x AB-y
Aceite esencial 1,00 0,00 11, 06 12,30 17, 42 21,80
290 ppm A-x AB-x AB-y
Polvo 350 ppm 1,00 0,00 9,00 12,30 15, 02 49,10
A-x AB-x AB-y
Aceite esencial 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00
350 ppm A-x B- x B-y
Testigo (sin 61,11 0,00 72,20 13,90 118,7 16,90
romero)
Coeficiente de 8, 15%
Variacion

Nota: ABC, Letras iguales en la misma columna no tienen diferencia significativa (P>0.05),
xyz, Letras iguales en la misma fila no tienen diferencia significativa (P>0.05). D.E=

Desviacion Estandar

A partir de los 15 dias de elaboracion el aceite esencial de romero de 350 ppm
logré la mayor reduccidn logaritmica de crecimiento bacteriano en las
salchichas de pollo tipo Frankfurt (Anexo 8), a diferencia de estudios reportados
por Hac-Szymanczuk, Lipinska y Stasiuk,(2011) quienes concluyeron que los
extractos de romero no tuvieron ningun efecto en el crecimiento de aerobios
mesdfilos en derivados carnicos. El efecto antimicrobiano del aceite esencial de
romero posiblemente se debe a que fue el tratamiento que presentd menor

porcentaje de humedad (Tabla 11) y un apropiado niv el de acidez (Tabla 13).



43

Una menor actividad de agua y correcta acidez en el alimento evita la
proliferacion de microorganismos (Heinz y Hautzinger, p. 5). La actividad
antimicrobiana del aceite esencial de romero depende de la concentracion
usada (Armitage, Hettiarachch y Moonsor, 2002; Sebrabnek, Sewalt, Robbins y
Houser, 2005), por esta razén es que las salchichas con aceite esencial de 350
ppm son las que mayor reduccion de aerobios mesofilos presentaron
comparandolas con las salchichas sin romero en esta investigacion. El aceite
esencial de romero contiene un conjunto de compuestos con propiedades
antioxidantes y antimicrobianas, destacandose el acido carndésico por el poder
antimicrobiano el cual actia desnaturalizando las proteinas y lipidos de los
microorganismos debido a su poder antioxidante, lo que origina la
desorganizacion de la permeabilidad de la membrana celular (Oussalah,

Caillet, Saucier, y Lacroix, 2006).

De acuerdo a Heinz y Hautzinger, 2007, p. 60 los microorganismos tienen fases
de crecimiento de latencia, logaritmica , de retraso y terminal. Realizando una
comparcion no estadistica de aquellas salchichas sin romero con los demas
tratamientos, en este estudio al dia 1, tanto en las salchichas con aceite
esencial como el control las bacterias aerobias meséfilas se mantuvieron en
fase de latencia (1 UFC/g), mientras a los 15 y 30 dias estas empezaron la fase
logaritmica de crecimiento, donde el romero al dia 15 probablemente empezo6
el efecto antibacteriano y antioxidante ya que mantuvo el recuento bacteriano

inicial .

La Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1338:96 permite un maximo de
250000 UFC/g de aerobios mesdfilos en productos carnicos escaldados. Todos

los tratamientos se encuetran dentro del limite permitido.

El aceite esencial de romero de 350 ppm afecto el crecimiento de aerobios
mesdfilos en las salchichas tipo frankfurt, debido a la accién antimicrobiana del
acido carnésico el cual actia sobre la membrana celular lo que conduce a la
fuga de los componentes celulares , inactivando de ese modo la destruccion de

los microorganismos.
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3.5 Efecto en el crecimiento de Staphylococcus aureus

En el proceso de elaboracién de embutidos un recuento de Staphylococcus
aureus es importante como indicador de contaminacién cruzada y

recontaminacién durante el proceso de elaboracion.

El efecto antimicrobiano del romero no fue estadisticamente significativo. Sin
embargo, en una comparacién no estadistica con las salchichas sin romero,
aquellas con romero presentaron mayor reduccién de crecimiento de
Staphylococcus aureus hasta los 30 dias en esta investigacion, a diferencia de
investigaciones de Moraes,Pereira, Almeida,Barcellosy Bersot, 2014; Waters et
al.,, 2011 quienes demostraron la resistencia de Staphylococcus aureus a
nitritos y antibiéticos lo que no ocurrié con el romero, lo que quiere decir que
probablemente el romero tuvo efecto antibacteriano independientemente del
tipo de particula y concentracién. Resultados similares reportaron Shelef,
Naglik y Bogen, 2013; Barut, 2013 donde el romero presentd un amplio
espectro de accién antimicrobiana contra Staphylococcus aureus. Heinz y
Hautzinger, (2007, p. 324), explican que Staphylococcus aureus es el patdgeno
que presenta mayor tolerancia a la actividad de agua donde las salchichas sin
romero presentaron mayor humedad (Tabla 11) lo que facilité el desarrollo de
esta bacteria, ademas de ser las que menor acidez presentaron. A pesar de
que al dia 1 las salchichas con o sin romero no presentaron diferencia de
crecimiento (1,00 UFC/g), en el dia 15 es donde posiblemente al haber
sobrevivido esporas o la toxina de Staphylococcus aureus durante el
tratamiento térmico del control esta empezo6 la fase logaritmica de crecimiento
en concordancia con FAO, s.f. que explica la termoresistencia de la toxina de
Staphylococcus aureus, es decir, al dia 15 es donde el efecto antibacteriano del
romero empezaria.

La Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1338:96 permite un maximo de 1000
UFC/g de Staphylococcus aureus en productos carnicos escaldados. Todos

los tratamientos se encuetran dentro del limite permitido.
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Se puede concluir que estadisticamente las salchichas con romero no
presentaron una diferencia significativa, pero al ser las salchichas de control las
gue mayor contaminacion microbiana presentaron se podria deducir que el
romero influyd en la reduccion de Staphylococcus aureus durante los 30 dias
de almacenamiento disminuyendo la humedad y manteniendo un medio &cido

de las salchichas de pollo tipo Frankfurt.

3.6 Efecto en la aceptacion de la salchicha

El analisis sensorial afectivo de un producto es esencial para determinar la
aceptacion del mismo por el consumidor como también permite evaluar que
tanto gusto encuentran en el color, olor, textura y sabor del alimento. En esta
investigacién se evalud la aceptabilidad de salchichas de pollo tipo Frankfurt
con romero (Tabla 18).



Tabla 18. Analisis de varianza del analisis sensorial en las salchichas Frankfurt de pollo en el dia 1.

F.v COLOR OLOR TEXTURA SABOR
S.C C.mMm p-valor | S.C C.mMm p-valor S.C C.mM p-valor S.C C.mM p-valor
Total 239 | 821,98 - - 767, 56 - - 767,18 - - 927,85 -
Repeticion 59 | 207,13 0,11 3,51 | 232,71 0,005 23,94 | 242,90 | 0,0023 4.1 216,14 0,25
Tratamiento 6 139,19 | <0,0001 | 23,2 | 126,70 | <0,0001 21,12 | 120,38 | <0,0001 | 20,06 154,30 <0,0001
Error 174 | 475,67 - - 408, 16 - 2,35 403,90 - 2,32 557,42 3,20
cCVv C.V (%): 36,01 C.V (%): 32,67 C.VT (%): 33,06 C.V (%): 42,36

Nota: a. *Factor significativo (P<0.05). b. ** Factor altamente significativo (P<0.001). c. ns = Factor no significativo (P>0.05). d. F.V= Fuente de

variacion. e. C.M= Cuadrados medios. f. S.C= Suma de cuadrados. g. C.V= Coeficiente de variacion.

oY
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La aplicacion de romero en las salchichas de pollo tipo Frankfurt influy6 en la
aceptacion en las variables de color, olor, sabor, textura en el producto durante

el primer dia de evaluacion (Tabla 19).

Tabla 19. Analisis estadistico de la Aceptacion de las Salchichas.

COLOR OLOR TEXTURA SABOR
TRATAMIENTO
M D.E M |DE| M |DE| M | DE
Aceite eps:r:cial 350 2 127 i 1,01 2 113 2 155
Aceite e::rr‘:cial 200 | 211 | 5 |es| 5 1o | 5 | 2ss
Hoja 350 ppm A5B 149 :B 1,41 ASB 7.19 A53 1,56
Hoja 290 ppm ae | 152 | o [as | o Lm0 | 185
Polvo350 ppm | o | 166 | A | 168 | o | 150 | o | 157
Polvo 290 ppm A;C 197 | o | 195 | o | 2,03 A;C 211
P R B O PSR T P

Nota: a. ABCD, Letras iguales en la misma columna no tienen diferencia significativa (P>0.05).
b. 6: Me gusta moderadamente. c. 5: Me gusta poco. d.4: No me gusta ni me disgusta. e. 3: Me
disgusta poco. f. M: Media. g. D.E: Desviacion estandar

La Tabla 19 indica que el aceite esencial de 350 ppm es el que gustd
moderadamente y el que se diferencio con el control en las variables
sensoriales de color, olor, textura y sabor en las salchichas, por lo tanto, las
salchichas con romero gustaron mas que aquellas sin la especia, esto
posiblemente debido a que el aceite esencial de romero fue el que presentd
una adecuada acidez (Tabla 13 ) lo que puede explicar porque a las personas
les gustd el sabor, ademas de ser considerado el romero como una especia
que realza el sabor de las comidas (Rodriguez, 2011). El gusto del olor de las
salchichas con romero se puede explicar debido a que el aceite esencial de
romero esta formado por un grupo de compuestos altamente volatiles a
temperatura ambiente como verbenona, a -pineno, canfeno y borneol

(Okamura, Haraguchi y Yagi, 1994). El gusto moderado por el color y textura de
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las salchichas con aceite esencial de romero podria ser debido a la capacidad
antioxidante del romero ya que la accion conjunta del acido ascorbico con el
romero ayuda a ejercer proteccion contra el desvanecimiento del color y la
oxidacion de la mioglobina. (Sanchez, Djenane, Torrescano, Beltran y
Roncales, 2003).

Los resultados estadisticos en base a la escala heddnica muestran que las
salchichas con aceite esencial de 350 ppm fueron las que mayor puntuacion
presentaron respecto a los demas tratamientos, por lo tanto, existi6 una
diferencia de opinién en los catadores ya que encontraron un gusto moderado
de color, olor, textura y sabor por aquellas salchichas con aceite esencial de
350 ppm a diferencia de las salchichas sin romero que mostraron disgusto a los

panelistas.

3.7 Efecto del Color

Los consumidores asocian la mayoria de productos carnicos procesados como
salchichas con un color rosa o rojo atractivo después del tratamiento térmico.

Mediante el uso de tablas Munsell se evalu6 el efecto del uso de romero en el

color de las salchichas a través del tiempo (Tabla 20).

Tabla 20. Analisis de color durante los 30 dias de almacenamiento.

Dial Dia 15 Dia 30
Tratamientos COLOR COLOR COLOR
Polvo 290 ppm 8/22.5Y 8/210Y R 8/22.5Y
Hoja 290 ppm 8/12.5Y 8/210Y R 8/27.5 YR
Hoja 350 ppm 8/125Y 8/210Y R 8/27.5 YR
Polvo 290 8/125Y 8/110Y R 8/125Y
Aceite esencial 290 pm 8/225Y 8/27.5 YR 8/27.5 YR
Aceite esencial 350 ppm 7/12.5 YR 8/375 R 8/375 R
Testigo 8/25 YR 71375 YR 71275 YR

Nota: a. Los valores de Color estan dados por Tono/Valor/Saturacion. b. Y: Amarillo. ¢. YR:

Amarrillo-Rojo. d. R: Rojo
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Figura 3. Color dia 1 Testigo.

Figura 4. Color dia 1 AE 350 ppm.
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Figura 5. Color dia 15 AE 350 ppm.

Figura 6. Color dia 15 Testigos.

Figura 7. Color dia 30 AE 350 ppm.
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. a8

Figura 8. Color dia 30 Testigo.

Las salchichas con aceite esencial de romero de 350 ppm mantuvieron un color
rosa durante los 30 dias de almacenamiento. Estos resultados se pueden
explicar debido a que el romero al actuar como antioxidante retrasa procesos
de rancidez en las salchichas evitando alteracion de olor, sabor, color
(Balentine, Crandall, O’Bryan, Doung y Pohlman, 2006), especificamente, la
combinacion de acido ascorbico y romero en esta investigacion podria tener
efecto contra el desvanecimiento del color y la oxidacién de la mioglobina de
las salchichas con romero (Sanchez, Djenane, Torrescano, Beltran y Roncales,
2003), comparandolas con aquellas sin romero. Estos resultados se pueden
explicar ya que para lograr el deseado color rojo o rosaceo de los productos
carnicos se utiliza nitrito y las salchichas de control prescindieron de este
aditivo el cual tiene la capacidad de reaccionar con la mioglobina del tejido
muscular de la carne en un medio acido para formar nitrosomioglobina, un
pigmento de la carne curada, un compuesto rojo brillante, que es estable al
calor (Heinz y Hautzinger, 2007, p. 35).
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4. CONCLUSIONES

El aceite esencial de romero tuvo el mayor efecto antimicrobiano en las
salchichas de pollo tipo Frankfurt al reducir la humedad, mantener un medio
acido apropiado y presentar la mayor reduccion logaritmica de crecimiento de
aerobios mesdfilos. El tipo de particula no influyd en el crecimiento

Staphylococcus aureus durante los 30 dias de almacenamiento.

El contenido de agua y crecimiento bacteriano de aerobios mesoéfilos en las
salchichas de pollo Frankfurt se vieron reducidas por el aceite esencial de
romero de mayor concentracion (350 ppm). La concentracion de romero no
tuvo influencia en el crecimiento Staphylococcus aureus durante los 30 dias de

almacenamiento.

Las salchichas de pollo tipo Frankfurt con aceite esencial de romero de 350
ppm son las mas adecuadas para el consumo humano hasta los 30 dias de
almacenamiento ya que cumplen con los requisitos establecidos por la Norma
Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1338:96.

Las salchichas de pollo tipo Frankfurt con aceite esencial de 350 ppm fueron
las que gustaron moderadamente a los consumidores, por su sabor, color, olor

y textura.



53

5. RECOMENDACIONES

Utilizar el aceite esencial de romero de 350 ppm como ingrediente de

embutidos escaldados.

Continuar con nuevos estudios en los que se trabaje con diferentes
concentraciones de aceite esencial de romero en combinacion con plantas de

la familia Labiatae para lograr un mayor efecto antimicrobiano.

Extender el tiempo de analisis hasta que las salchichas no se encuentren
dentro de los pardmetros permitidos por la Norma Técnica Ecuatoriana NTE
INEN 1338:96 para lograr dar un tiempo estimado de vida util.

Realizar estudios de vida util evaluando la estabilidad oxidativa del producto
para asi valorar el efecto del aceite de romero como antioxidante hasta los 45
dias a partir de la fecha de elaboracion.

Evaluar sensorialmente las salchichas escaldadas con aceite esencial de
romero de 350 ppm hasta los 45 dias de almacenamiento asegurando la
inocuidad del producto y alcanzando un mayor gusto sensorial por los

consumidores.

Ampliar investigaciones del romero sobre el espectro de actividad
antimicrobiana en embutidos en bacterias de importancia como Clostridium

botulinum.
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Anexo 1: Proceso de elaboracion de salchicha de pollo tipo Frankfurt con

adicion de Romero

Anexo 3: Determinacion de acidez




Anexo 4: Medicién de pH




Anexo 6: Andlisis sensorial

PRUEBA AFECTIVA DE SALCHICHAS TIPO FRANKFURT

MNombre: Fecha: 11-09-

2015

INSTRUCCIONES

1.

2.

Cadigo

Frente a wsted hay cuatro muestras de salchichas Frankfurt
codificadas con 3 digitos.

Pruebe cada una de las muestras de izquierda a derecha en el orden
de la presentacian.

Tome un sorbo de agua y a continuacion galletas de soda para limpiar
el paladar antes de degustar cada una de las muestras.

Una vez degustada la salchicha completa coloque el puntaje que
usted crea le da a cada caracteristica de la muestra (apariencia,
aroma, textura, sabor, sobresabor) basandose en la escala heddnica
de 7 puntos gue se encuentra en el cuadro inferior, de acuerdo a la
codificacion de cada muestra.

Caracteristic
a

: 518
Me Me disgusta Me Mo me Me Me gusta Me
disgust moderadament disgust Eusta Eust moderadament Eusta
a a a poco ni me a () mucho
mucho (2} (=) disgust poco (3] (7}
(1) a (s)
(1)

Apariencia
[color)

Aroma [olor)

Textura




Anexo 7: Determinacion de Color

Anexo 8: Resultados de crecimiento de Aerobios mesdfilos de Aceite esencial
350 ppm y Testigo.

Dia 1: Aceite esencial de Romero 350 ppm Dia 1: Testigo

Dia 15: Aceite esencial de Romero 350 ppm Dia 15: Testigo




Dia 30: Aceite esencial de Romero 350 ppm  Dia 30: Testigo

Anexo 9: Resultados de crecimiento de Staphylococcus aureus de Aceite

esencial 350 ppm y Testigo.

Dia 1: Aceite esencial de Romero 350 ppm Dia 1: Testigo

b

Dia 15: Aceite esencial de Romero 350 ppm Dia 15: Testigo




Dia 30: Aceite esencial de Romero 350 ppm  Dia 30: Testigo




