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RESUMEN

Estudios previos demostraron factibilidad tecnoldégica de elaborar un producto
gel-emulsificado de musculo de calamar gigante. Sin embargo, requiere una
formulacién 6ptima, con caracteristicas similares a las de un producto comercial
y de vida de anaquel extendida. La industria alimentaria ha utilizado un gran
ndmero de conservadores artificiales en la prevencion del crecimiento
microbiano. Sin embargo, en la actualidad y en respuesta a un nicho comercial
se buscan alimentos mas naturales. El objetivo del presente trabajo fue
optimizar la formulacion de un producto gel-emulsificado de musculo de calamar
gigante y prolongar sus caracteristicas de calidad y vida de anaquel en
refrigeracién a 4°C con antimicrobiano natural. Se evaluaron tres etapas: Etapa
I: optimizacion de la férmula mediante metodologia de superficie de respuesta
(MSR) con arreglo factorial 22, modificando la concentracién de almidén (X1) y
soya (X2), las variables de respuesta fueron composicién proximal, calidad
fisico-quimica y sensorial. Etapa II: Se evaluaron dos antimicrobianos naturales
sobre la formula optimizada y almacenada a 4°C, con los tratamientos de:
control (sin antimicrobiano), nisina 5y 8 ppm y Citrol-K Ultra® 375 y 500 ppm;
se monitored pH, ay, y analisis microbiolégicos. Etapa Ill: Evaluacién de la
calidad fisico-quimica, sensorial y microbiolégica en refrigeracion, con nisina 8
ppm (Etapa Il). Los resultados de la Etapa | mostraron modelos significativos
(P<0.05) para las variables: proteina (9.71%), CRA (94.34%), dureza (1.83
kge/g), EC (0.1 kge/g), textura al masticar (6.53 puntos) y prueba de doblado
(4.48), y las soluciones oOptimas de las variables anteriores se ubicaron en los
puntos centrales del disefio experimental. En la Etapa Il, las concentraciones de
nisina y Citrol-K Ultra® no tuvieron efecto (P>0.05) en pH; sin embargo, si
mostraron diferencias (P<0.05) en a, (0.96) con respecto al control (0.97)

XVi



durante el almacenamiento. Los andlisis microbioldgicos reflejaron que nisina a
8 ppm fue el antimicrobiano mas efectivo tanto en mesofilos, psicrofilos y BAL
durante el almacenamiento. En la Etapa lll, los resultados de pH (6.48 vs 6.34),
aw (0.97 vs 0.93), CRA (95.29% vs 94.17%), EC (0.13 kge/g vs 0.11 kge/Q) vy el
parametro de color a* (interno y externo), mostraron diferencias (P<0.05). El
tratamiento (40 dias) vs control (21 dias) mostraron diferencias (P<0.05) en la
evaluacion microbioldgica paralelo con la aceptacion sensorial. Nisina a 8 ppm
puede ser utilizado en productos gel-emulsificados para extender su
almacenamiento en refrigeracion hasta 40 dias, sin afectarlo fisico-quimica y

sensorialmente.

Palabras clave: optimizacion, calamar gigante, antimicrobianos naturales,

nisina, Citrol-K Ultra®, vida de anaquel.
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ABSTRACT

Previous research has shown technological feasibility in developing a jumbo
squid gel-emulsified product. However a formula optimization is required
including similar characteristics to those from commercial product and extended
shelf life. The food industry has used a large number of artificial preservatives to
prevent microbial growth. However, at present time and in response to a market
niche natural foods are sought. The aim of this study was to optimize the
formulation of a giant squid gel-emulsified product, extend it quality
characteristics and shelf life under refrigeration conditions (4°C). Three stages
were evaluated: Stage |: The formula optimization through response surface
methodology (RSM) with factorial arrangement 22, by modifying the starch (X1)
and soybeans (Xy) levels, the response variables were proximate composition,
physical-chemical quality and sensorial analysis. Stage II: Two natural
antimicrobials were evaluated on the optimized formula, and stored at 4° C, with
treatments: control (no antimicrobial), 5 and 8 ppm nisin and 375 and 500 ppm
of Citrol-K Ultra®; pH, a,,and microbiological analysis were monitored. Stage llI:
Evaluation of physico-chemical, sensory and microbiological parameters under
refrigeration, with nisin 8ppm (Stage IlI). The results of the part | showed
significant models (P<0.05) for the variables: protein (9.71%), water holding
capacity (94.34%), hardness (1.83 kgg/g), shear force (0.1 kgge/g), chewing
texture (6.53 points) and folding test (4.48), and the optimal variables stood at
the central points of the experimental design. In Stage Il, the concentrations of
nisin and Citrol-K Ultra® had no effect (P<0.05) on pH; however, there were
differences (P<0.05) in a, (0.96) compared to control (0.97) during the storage.
Microbiological counts were affected by the treatments (P<0.05), and 8 ppm

nisin was more effective to control mesophiles, psychrophiles and ALB during
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the storage. In Stage lll, the results of pH (6.48 vs 6.34), a,, (0.97 vs 0.93), water
holding capacity (95.29% vs 94.17%), shear force (0.13 vs 0.11 kgg/g) and a*
color parameter (internal and external) showed differences (P<0.05). There
were differences (P<0.05) among treatment (40 days) vs control (21 days) from
microbiology perspective alongside to sensory acceptance. The results show
that nisin to 8 ppm can be used in this kind of products to extend shelf life until
40 days under refrigeration without affecting physical-chemical and sensorial

characteristics to the product.

Keywords: optimization, jumbo squid, natural antimicrobials, nisin, Citrol-K

Ultra®, storage.
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INTRODUCCION

El calamar gigante es un recurso con un potencial innovador en México, sus
caracteristicas nutritivas y bajo precio lo ubican como alimento alternativo de
gran valor comercial. En 2012, la produccion de calamar en México ocupé el
7™M lugar de acuerdo al volumen de captura y el 17" lugar del valor econémico
de su pesqueria (CONAPESCA, 2012). La captura y procesamiento del calamar
gigante ha sido una actividad positiva como factor generador de empleos,
siendo Sonora, la entidad mas beneficiada; sin embargo, el consumo de esta
especie es muy limitada en el pais (De la Cruz et al., 2006). La poca aceptacion
a nivel nacional se ha asociado al desconocimiento de la especie, a su sabor
caracteristico 4cido-amargo y formas de preparacion, asi como también a que
se comercializa como producto de poco valor agregado: manto, filete fresco o
fresco-congelado (Luna-Raya et al.,, 2006; CONAPESCA, 2010). Variantes
comerciales a nivel nacional, esta la del calamar enlatado en presentaciones
como, calamar en su tinta y productos imitacion abulon (Luna-Raya et al.,
2006).

Por otro lado, las nuevas tendencias del consumidor se inclinan al
mercado de productos naturales. En este tenor, la biopreservacion a través de
productos antimicrobianos (acidos, bacteriocinas, aceites esenciales etc.) han
sido usados con gran éxito para extender el tiempo de almacenamiento e
inocuidad de productos alimenticios, incluyendo los de origen marino (Hugas,
1998; Raju et al., 2003; Hammou et al., 2010).

Entre los antimicrobianos conocidos y estudiados en productos
emulsificados esta la nisina, producido por bacterias acido lacticas (LAB), con

caracteristica “GRAS” por sus siglas en ingles (Generally Recognised as Safe) y
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Gnico aprobado como aditivo alimentario en Europa y Estados Unidos. La nisina
presenta actividad antimicrobiana contra un amplio rango de bacterias Gram
positivas, las cuales representan la microbiota deteriorativa preponderante para
este tipo de productos (Hurst, 1981; Delves-Broughton et al., 1990). Por otro
lado, se ha observado que las bacterias Gram positivas y Gram negativas son
sensibles a los componentes de los extractos de aceites esenciales citricos
(O’Bryan et al., 2008; Fisher y Phillips 2006) como el Citrol-K Ultra®,

representando otra opcion natural con gran versatilidad de aplicaciones.

Paralelamente, el Gobierno de México y Sonora, en conjunto con la
secretaria de Educacion (SEP) y Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), buscan promover y apoyar
esfuerzos para programas de alimentacion mas sana a nivel escolar, asi como
también impulsar la promocion y uso de especies nativas subutilizadas en

México (Calamar, sardina, etc.).

Atendiendo esta problematica, el grupo de control de calidad de
productos pesqueros (LByCPP) del Centro de Investigacién en Alimentacion y
Desarrollo (CIAD, A.C.) demostraron la factibilidad tecnolégica de obtener
productos gelificados-emulsificados tipo salchichas (frankfurter) de buena
calidad a partir de manto de calamar gigante; sin embargo el producto reflejo
una vida de anaquel muy corta como resultado de factores fisicoquimicos y

microbiolégicos (Félix-Armenta et al., 2009).

Por esta razon, el objetivo del presente trabajo fue optimizar la
formulaciéon de un producto gel-emulsificado de musculo de calamar gigante
(Dosidicus gigas) y prolongar sus caracteristicas de calidad y vida de anaquel
en refrigeracion a 4°C con la incorporacion de dos antimicrobianos naturales.
De esta manera se espera generar un producto de calidad, con una vida de
anaquel prolongada y de competencia comercial nacional y/o internacional, asi
como también aportar opciones nutritivas para la incorporacion a la lista de

escolares.


http://www.fis.com/fis/companies/details.asp?l=s&filterby=companies&company=Sagarpa&page=1&company_id=136628&country_id=
http://www.fis.com/fis/companies/details.asp?l=s&filterby=companies&company=Sagarpa&page=1&company_id=136628&country_id=

ANTECEDENTES

Pesqueria del Calamar Gigante

Tanto en el Golfo de California como en el Pacifico Mexicano, el calamar
gigante (Dosidicus gigas) ha sido uno de los productos pesqueros que mas ha
llamado la atencion debido su abundancia en este sector pesquero, ademas de
poseer un bajo valor comercial para el productor que desee generar productos a
base de esta materia prima. El centro del Golfo de California, regién que
comprenden los estados de Baja California Sur, parte de Sonora y Sinaloa,
representa la region geografica con mayor captura de calamar del pais, ya que
esta produccion se ve influenciada y favorecida por factores climaticos,

ambientales y alimenticios de la especie (Rivera-Parra, 2001).

Al 2012 el calamar se encuentra posicionado en el lugar 7 por el volumen
de produccion de especies marinas en México; sin embargo por su valor
comercial, lo encontramos en el lugar 17 (CONAPESCA, 2012). Durante los
altimos 10 afios la tasa media de crecimiento anual de la produccién present6
una tendencia negativa (-11.30%) debido a que es una especie de captura
intermitente ocasionada por diversos factores en su desarrollo y reproduccion
(CONAPESCA, 2012). De manera comparativa de acuerdo a cifras preliminares
en el periodo Enero-Agosto 2011-2012, se observa mayor volumen (15.34%) de
produccion para el presente afio sin embargo, su valor de venta disminuye en
un 18.93%.

En las exportaciones se encuentra en el lugar numero 8 de las especies
marinas, siendo China, Filipinas y Corea, sus principales destinos. El calamar

contribuye en un 28.06% en la participacion porcentual de la produccion de
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exportacion de especies marinas en el estado de Sonora (CONAPESCA, 2012).

Segun las estadisticas mostradas por la Secretaria de Economia del
Servicio Nacional de Informacion e Integracion de Mercados (SNIIM), el precio
promedio al mayoreo y menudeo de productos pesqueros comercializados de
calamar fresco o congelado al 2009 es de $13.73 (mayoreo) y $20.50
(menudeo) por kilogramo (CONAPESCA, 2010). Aunque el precio del calamar
gigante se ha acrecentado un 144% desde el afio 2002, el costo por kilogramo
actualmente no excede los 21 pesos (CONAPESCA, 2010). Esto se asocia a
su pobre aceptabilidad entre los consumidores, principalmente por el
limitado conocimiento del producto y al sabor acido-amargo que caracteriza a su

musculo, como lo sustentan estudios de Sanchez-Brambrila et al. (2004).

Biologia de Calamar Gigante

El calamar gigante (Dosidicus gigas) es uno de los omastréfidos mas grandes y
abundantes (Nigmatullin et al., 2001). Esta especie registra una alta tasa de
crecimiento y su ciclo de vida no supera los 24 meses; alcanza una longitud de
manto de 100-120 cm y registra un peso de hasta 30-50 kg (Nigmatullin et al.,
2001). El calamar gigante tiene dos aletas romboidales que representan el 49-
65% de la longitud de manto (LM); la caracteristica mas notable es tal vez, la
prolongacion de los extremos distales de los brazos en filamentos largos y
delgados, conteniendo entre 100 y 200 pares de ventosas diminutas muy
agrupadas (Markaida, 2001).

Cuando la dieta es escasa, puede llegar a practicar el canibalismo
incluso migrar, lo cual es una conducta comun dentro de los cefal6podos, estos
nadan siguiendo las temporadas de afloramiento costero (Markaida y Sosa,
2003; Bazzino et al., 2010). Segun el estudio de Robinson et al. (2013) la
captura de calamar se ha mostrado intermitente, sefialan que en el periodo de
junio de 1999 a diciembre de 2004 se realizaron altas capturas pero

especificamente en el 2003-2004 se presentaron las maximas, sin embargo



desde enero de 2005 a la fecha hay una disminucidn progresiva y marcada
registrando los dltimos seis meses como los mas bajos durante los ultimos 15
afios. Todas estas variaciones en la captura las relacionaron a temperaturas
frias y a las altas concentraciones de clorofila, pero se cree que con las nuevas
tecnologias de pesca se puedan ayudar para explotar nuevas areas de captura
(Robinson et al., 2013).

Composicion Quimica de Muasculo de Calamar Gigante (Dosidicus gigas)

La porcion comestible del calamar gigante, esta integrada principalmente por el
manto, brazos y tentaculos. Esta fraccion, representa del 80-85 % de su peso
corporal, siendo mayor que en otras especies marinas, debido a que es un
organismo invertebrado. El manto, es la parte mas representativa de la fraccion
comestible, ya que su fraccion en peso es del 53-56 % con respecto al peso

total.

La composicion quimica de las especies marinas varia dependiendo de
algunos factores como son: sexo, tamafio, alimentacion, localizacion y
temporada de captura, entre otros factores El calamar gigante no es la
excepcion y las diferencias pueden deberse a la localizacion y/o temporada de

captura, asi como a la talla (Velazquez-Abunader et al., 2010).

El calamar puede ser considerado como un alimento muy completo ya
gue la composicién quimica del manto es similar a la de los pescados magros.
El mlsculo de calamar, se constituye en mayor proporcion de agua (83-86%) y
proteina (8.9-14.5%); y posee en menor proporcién carbohidratos, cenizas y

grasas (Ezquerra-Brauer et al., 2002; Cortés-Ruiz et al., 2008).

Propiedades Funcionales de Musculo de Calamar Gigante

Se entiende por propiedad funcional de las proteinas, aquellas caracteristicas
no nutricionales, es decir, caracteristicas fisicas y quimicas, que modifican las
caracteristicas reologicas y de textura de los alimentos, mejorando asi su
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calidad (Dergal, 1993). En este sentido las proteinas representan la parte
funcional mas importante en carne cruda, procesada de los productos cérnicos
(Kijowski, 2001). Las propiedades funcionales de mayor importancia de las
proteinas musculares son: solubilidad, capacidad de retencidbn de agua,

emulsificacion y gelificacion.

Solubilidad

Se sabe que cambios en la solubilidad de proteina pueden ser obtenidos
variando el pH de la solucion; tal es el caso de los procesos acido y alcalino.
Las proteinas adquieren una carga neta negativa o positiva donde resultara una
repulsion entre ellas y una hidratacion de los residuos cargados, provocando
asi, un incremento de la solubilidad (Damodaran, 1996). Por debajo del punto
iso-eléctrico (pl) las proteinas presentaran carga neta positiva y por arriba de
este tendradn carga neta negativa. En el momento en que el pH es ajustado
cerca del pl se reduciran las fuerzas de repulsion y permitiran que se agreguen
entre ellas (Vojdani, 1996). La influencia del pH sobre las propiedades
funcionales de las proteinas es de fundamental importancia, el pH al cual la
funcionalidad de una proteina es minima esta en el rango de 5.1-5.3, debido a
gue en este pH la carga neta de la proteina es cero (Punto isoeléctrico, pl),
originando la agregacion de la proteina y con ello su precipitacién y falta de
funcionalidad (Badui, 1999).

En funcion de la fuerza ionica las sales pueden solubilizar o precipitar a
las proteinas. En los sistemas cuya concentracibn es menor de 1M, las
proteinas incrementan su solubilidad mediante la solubilizacién por salado
(salting-in). Tanto los cationes como aniones reaccionan con los grupos
ionizables del polimero y evitan que éste se asocie, por atracciones
electrostaticas con otros de su misma especie. Ademas, los iones salinos,
tienen la capacidad de hidratacion y provocan un aumento de la cantidad de

agua retenida por cantidad de proteina (Badui, 1999).



Si la concentracion de las sales es superior a 1M se presenta el efecto
contrario, ya que los polipéptidos precipitan debido a la insolubilizacion por
salado (salting-out). En estas condiciones los iones tienden a hidratarse
fuertemente y le quitan el agua que rodea a la proteina, obligandola a

interactuar mas estrechamente con otras de su clase (Badui, 1999).

Las sales que incrementan la solubilidad de las proteinas tienden
también a desnaturalizarlas; estas sales pueden estar ligadas a las proteinas o
reaccionar ligeramente con ellas. Las sales que estabilizan las proteinas
disminuyen su solubilidad y tienden a ser excluidas de la superficie de las
proteinas nativas. EI NaCl a concentraciones de 0.3 a 1M induce un efecto
salting-in en las proteinas miofibrilares, haciéndolas mas inestables (Hultin et
al., 1995).

La temperatura juega un papel importante en la solubilidad de las
proteinas causando una disminucibn en este parametro durante el
calentamiento debido a que sufren desnaturalizacion y agregacion. En general
la solubilidad de las proteinas se ve incrementada a temperaturas de entre 0 y
40-50 °C. Sin embargo, al elevar la temperatura, se da un incremento de la
energia cinética afectando las interacciones no covalentes que mantienen
estables tanto las estructuras secundarias como terciarias de la proteina
provocando con esto su desnaturalizaciéon, exponiendo los grupos hidrofobicos
gue se encontraban en su interior los cuales interaccionan entre si, provocando
gue se dé una disminucién de la solubilidad y asi precipitando (Borderias y
Montero, 1988; Badui et al., 1999).

Capacidad de Retencion de Agua (CRA)

Una de las propiedades funcionales mas utlizadas en la tecnologia de
alimentos, es la CRA, esta indica la cantidad de agua retenida por proteina
después de filtrar y aplicar presion o fuerza centrifuga (Borderias y Montero,
1988).



En el masculo, el agua se puede encontrar de tres maneras, como agua
unida la cual se encuentra en la vecindad de compuestos no acuosos como las
proteinas y que posee muy poca movilidad; el agua atrapada que se encuentra
atrapada ya sea en intersticios de las proteinas (pero no esta unida a ellas) y/o
por atraccion del agua unida; y por ultimo tenemos al agua libre que su flujo por
el tejido muscular no se ve impedido (Huff-Lonergan y Lonergan, 2005).

La capacidad de ligar agua varia dependiendo del tipo de proteina y su
concentracion, presencia de carbohidratos, lipidos, pH y sales. También puede
estar influida por las condiciones del proceso previo, como el calor, el
tratamiento con alcali, etc. Normalmente esta propiedad funcional se incrementa

con la concentracion de proteina (Flores y Bermell, 1984).

Gelificacién Térmica

Un gel es una fase intermedia entre solido y un liquido, técnicamente se define
como un sistema substancialmente diluido el cual no muestra flujo en estado

estacionario (Badui, 2006).

El mecanismo de gelificacion involucra la formacion de enlaces entre
moléculas vecinas via puentes de hidrégeno, enlaces ionicos, interacciones
hidrofobicas y enlaces covalentes. Estas uniones, producen la formacion de
redes tridimensionales durante el proceso de gelificacion, ayudan a retener
agua en el interior de la matriz y le dan rigidez al gel formado (Lanier et al.,
2000).

La paramiosina del musculo de calamar, posee ciertas caracteristicas
gue ayudan a formar geles proteicos mas elasticos y cohesivos con respecto a

las proteinas del pescado (Ponce et al., 2009).



Emulsificacion

Esta relacionada con la capacidad que tienen las proteinas para disminuir las
tensiones entre la fase hidrofilica e hidrofébica de un alimento. Las emulsiones
son dispersiones de dos liquidos no miscibles, uno de los cuales se encuentra
bajo la forma de pequeias gotas dispersas y el otro es la fase continua
dispersante. La mayoria de las soluciones alimentarias son soluciones acuosas
en aceite o de aceite en soluciones acuosas. El papel de las proteinas en estas
emulsiones es el de formar una pelicula entre la fase acuosa (polar) y grasa
(apolar). La capacidad de que exista interconexion entre estas dos fases sera
determinante en la formacion de la emulsion. Asi, la proteina se desdobla y
tiende a establecer un nuevo equilibrio termodindmico orientando sus grupos
apolares a la fase de grasa y los polares a la fase acuosa, poniendo en relacion

a ambos (Bordarias y Montero, 1988).

Se ha reportado diferentes tipos de proteinas y su capacidad
emulsificante (CE), en la Tabla 1, se puede observar que las proteinas de
calamar tiene una alta CE, incluso por encima de lo reportado para aislado de
soya, carne de pollo, vacuno; esta funcionalidad pudiera utilizarse para
sustitucion parcial o total de ellos en productos de untar o en el desarrollo de

nuevos productos con mayor valor agregado (Abugoch et al., 2000).

Tabla 1. Capacidad emulsionante de proteinas alimentarias

Tipo de proteina g aceite/ g proteina
Manto de calamar 2,817.41
Carne de jaiba 2,292.18
Aislado de soya 755
Pulpa de pollo 1,102
Carne de vacuno 1,061

(Abugoch et al., 2000)



Productos Comerciales de Calamar Gigante (Dosidicus gigas)

Los productos a partir de manto de calamar gigante surgen con ciertas reservas
debido a que después de su captura presentan una supuesta actividad
proteolitica alta, que se ve reflejada en la baja calidad fisico-quimica y funcional

del producto final (Pérez-Mateos et al., 2002).

Desde hace algunos afios en nuestro pais las industrias que se dedican al
procesamiento del calamar gigante se han basado solamente en las siguientes

presentaciones:

e Producto fresco (21,062 ton.)
e Productos congelados (18,825 ton.)
e Productos de calamar seco-salado (130 ton.)

e Produccion de otros consumibles (1,266 ton.)

Segun los datos reportados en el anuario del 2009 la presentacion en fresco
y congelado contribuyen en un 51% y 45.56% respectivamente (CONAPESCA,
2010). En todos los casos se identifican productos no terminados, exportando
entonces, gran cantidad de estos productos como materias primas intermedias
para otras industrias, por lo que son clasificados como productos de un valor

agregado medio.

Elaboracion de Nuevos Productos Emulsificados a Partir de Calamar

De manera general y en cuanto a alimentos se refiere, la actual tendencia va
dirigida hacia el procesamiento de productos con valor agregado “listos para
cocinarse” o ‘“listos para consumirse” a nivel doméstico, existiendo un menor

consumo de alimentos en restaurantes (FAO, 2009).

Durante las ultimas décadas se ha tratado de comercializar el calamar
gigante bajo diferentes contextos entre los que destacan: la elaboracion de

analogos de calamar tipo surimi (Borderias et al., 1990). De La Fuente et al.
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(2008), proponen otra forma de obtencién de este tipo de analogos a partir del
musculo de calamar. Ademas de analogo, se han realizado investigaciones
para proponer al calamar gigante como un concentrado proteico con

propiedades funcionales para las industrias tecnoldgicas (Tejada et al., 2005).

Como hemos observado son pocas las formas de comercializacion de
esta especie. Los resultados de Félix-Armenta et al. (2009), muestran que
realizar productos gel-emulsificados serian una alternativa viable para ampliar el
campo de comercializacion del calamar y proporcionarle un valor agregado. Sin
embargo, hay que tomar en cuenta que se requiere de una optimizacion de su
formulacién, asi como de un aumento en su vida de anaquel, ya que la que el
producto elaborado por estos autores no fue la adecuada, siendo los

parametros microbiolégicos quienes dictaron el punto de corte para la misma

La optimizacién de este producto se debe realizar combinando diferentes
niveles de los ingredientes que contribuyan a mejorar la textura del mismo.
Tanto el almidon como los aislados de soya han sido muy utilizados en
productos tipo surimi y salchichas bajas en grasa con el fin de reducir costos y
mejorar la textura. Las principales funciones de estos ingredientes en la
emulsificacion, es la estabilizacion de la emulsion y de la gelificacion, reduccién
de grasa, retencion de agua entre otros (Verrez-Bagnis et al., 1993; Yang et al.
1995; Singh et al., 2008).

El uso de aislado de proteina de soya se maneja generalmente en
rangos de 1% a 4%. Muchas formulaciones de productos céarnicos
emulsificados que contienen tanto almidén como aislado de soya tienen un
atractivo visual excelente, una buena textura, estos componentes no le
confieren sabores extrafios al producto, permite ahorrar dinero sustancialmente
a quien elabora el producto y al mismo tiempo mantener la calidad nutricional
(Beggs et al., 1997; Dexter et al. 1993; Singh et al., 2008).
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Uso de Antimicrobianos Naturales para Extender la Vida de Anaquel de

Productos Emulsificados

Uno de los principales problemas de la industria alimentaria a través de los
afos, ha sido la conservacion de los alimentos (Barros et al., 2010). Muchas de
las propiedades organolépticas y sensoriales de los alimentos tienden a
disminuir con el tiempo, durante su almacenamiento y comercializacion. Esto se
puede atribuir a un gran nimero de factores como la accién del oxigeno, la luz y
la temperatura, aunque mayormente a los efectos de microorganismos como
hongos, bacterias o levaduras (Viuda-Martos et al., 2008). El crecimiento de los
microorganismos se puede disminuir o inhibir mediante varios mecanismos,
tales como la refrigeracion, congelacion, reduccion de actividad de agua,
restriccion en el suministro de nutrientes, acidificacion, fermentacion o la adicion
de agentes antimicrobianos. Este ultimo método ha sido descrito como
especialmente eficaz en la lucha contra la proliferacion microbiana (Kabuki et
al., 2000; Viuda-Martos et al., 2008).

Hoy en dia, los consumidores exigen cada vez mas alimentos no
perjudiciales para su calidad de vida, por lo que la industria alimentaria se ve en
la necesidad de reducir el uso de componentes artificiales y aumentar la
utilizacibn de componentes naturales en la prevencién del crecimiento
microbiano (Deba et al., 2007; Viuda-Martos et al., 2008). Se han encontrado
varios estudios como los de De Barros et al. (2010); Sureshkuma et al. (2010)
Fernandez-Lopez (2007); entre otros, que consideran viable la utilizacién de

este tipo de antimicrobianos para la extension de la vida de anaquel.
Nisina

Las bacteriocinas producidas por las BAL son péptidos antimicrobianos
generalmente estables al calor, hipoalergénico y aparentemente son
degradadas facilmente en tracto intestinal humano por las enzimas proteoliticas,
(Chen y Hoover, 2003; Aymerich et al., 2008). La nisina es la Unica bacteriocina
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aplicada a nivel comercial, fue aislada en 1928, ha sido utilizada como
antimicrobiano en algunos alimentos desde la década del '50 y actualmente
alrededor de 50 paises han comprobado su efectividad logrando a la fecha ser
reconocida como GRAS (Generally Recognized As Safe) por la FDA (Food and
Drug Administration, USA) (Delves y Broughton 1990; Chen y Hoover, 2003). La
adicion de nisina en los alimentos representa una excelente estrategia para el
control de bacterias patdgenas las cuales son perjudiciales para la salud
humana como son: Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum, Yersinia
enterocolitica, Staphylococus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium

y Bacillus cereus, entre otras (De la Fuente-Salcido y Barboza-Corona, 2010).

El modo de accién de la nisina se basa en formar un complejo con el
lipido Il, una molécula precursora en la formacion de las paredes celulares
bacterianas. ElI complejo lipido Il-nisina se inserta en la membrana
citoplasmatica formando poros y permitiendo un flujo de salida de componentes
celulares esenciales, es decir, la disipacion de la fuerza proton-motriz (PMF) por
sus siglas en inglés, que en consecuencia provocan la inhibicién o la muerte de
las bacterias (Ennahar et al., 2000; Delves-Broughton, 2005). Este gradiente
electroquimico (PMF) es necesario en diversos procesos metabdlicos celulares,
estdn compuestos de un potencial de membrana y un gradiente de pH y se
vuelven dependientes de energia. Por tanto, al eliminar esta fuente de energia
celular se promueve la salida rapida de metabolitos de menor tamafio, como
aminoacidos y nucleétidos, interrumpiendo los procesos de biosintesis de la

célula y eliminando por ende la proliferacion bacteriana (Brotz et al., 1998).

La nisina presenta actividad antimicrobiana contra un amplio rango de
bacterias Gram positivas, pero muestra poca 0 ninguna actividad contra las
bacterias Gram negativas. Esta actividad disminuida contra Gram negativas, se
le atribuye a que las paredes celulares que poseen este grupo de bacterias son
mucho menos permeables que las paredes celulares de las bacterias Gram
positivas. Sin embargo, se ha observado que cuando la nisina muestra efecto

sobre bacterias Gram negativas es por la combinacion con tecnologias de
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obstaculos en el alimento (aplicacibn simultanea de barreras) (Delves-
Broughton et al., 1996; Delves-Broughton, 2005; Aymerich et al., 2008).

Este espectro antimicrobiano ha dado como resultado que sea utilizada
como conservante comercial en productos que por su naturaleza no pueden ser
completamente esterilizados y s6lo se pasteurizan durante su produccion. La
nisina se ve afectada por la temperatura y el pH, se ha observado que la
utilizacion de altas temperaturas en combinaciéon con pH de 5-7 la vuelven
menos estable y se ha reportado que a temperatura de pasteurizacién la nisina
puede mantener al menos el 80% de su actividad (Delves-Broughton et al.,
1996). En productos minimamente tratados térmicamente, curados, productos
carnicos envasados al vacio y refrigerados se recomienda aplicar la nisina para
inhibir el deterioro por bacterias acido lacticas presentes en el almacenamiento
a baja temperatura (Delves-Broughton et al.,1996; Delves-Broughton, 2005).

La empresa Danisco en el 2005, reportd los distintos niveles de
aplicacion de nisina y Nisaplin® a nivel comercial, las concentraciones que se
muestran en la Tabla 2, han sido consideradas las mas comunes en el mercado
de la conservacién de alimentos. El producto (Nisaplin®), contiene 2.5% de
ingrediente activo nisina, 77.5% de NacCl (sal) y leche en polvo sin grasa que

contiene 12% de proteina y 6% de carbohidratos.

Es conocido que la concentracion a utilizar de nisina es determinante para
proporcionar el efecto antimicrobiano. Delves-Broughton, 2005, reporta que en
salchichas cocidas de carne se han utilizado concentraciones de nisina de 1.25-
6.25 mg/kg cuando se adicionan directo a la mezcla y en soluciones de
inmersion de salchicha cocida varia de 5.0-25.0 mg/L se ha incrementado la

vida util almacenéandolas 6-12°C.

Existen diversos estudios que han demostrado actividad antimicrobiana
significativa de la nisina, dentro del area de productos pesqueros se muestran

siguientes:
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Tabla 2. Niveles de aplicacion de nisina y Nisaplin® en alimentos

Food application Typical target organisms  Level of nisin  Level of Nisaplin®
(mg/kg or mg/L) (mg/L)
Processed cheese Clostridium spp. 5-15 200-600
Bacillus spp.
Pasteurised milk and milk ~ Clostridium spp. 0.25-10.0 10-400
products Bacillus spp.
Pasteurised chiled soups  B. cersus 2.5-6.25 100-200
C. pasteurianum
Crumpets B. cereus 4-6.25 150-250
Canned foods (high acid)  C. botulinum and 2550 100-200
thermosaccharolyticum
Ricotta cheese Listaria monacytogenes 2.5-5.0 100-200
Continental type cooked  Lactic acid bacteria, 5-25 200-1000
salsage Brochothrix thermosphacta,
L. monocytogenes
Dipping sauces Lactic acia bactera 1.25-6.25 50-250
Salad dressings Lactic acia bactera 1.25-5 50-200
Beer: Lactic acia bacteria, 25.0-31.5 1000-1500
pitching yeast eg. Lactobacillus,
wash Pediocococcus
post fermentation 0.25-1.25 10-50

(Delves-Broughton, 2005)
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e En salmon ahumado se ha logrado combatir a uno de los patdégenos mas
importantes (L. monocytogenes) en la industria de productos pesqueros.
Aplicando cantidades de 500 Ul/g hasta 1 000 Ul/g, logra retrasar el
crecimiento de dicho patégeno (Nilsson et al., 2004).

e En sardina contaminada ha sido efectivo la utilizacion de nisina
combinada con el sistema lactoperoxidasa (Elotmani y Assobhei, 2004).

e Torry Reseach Station en el Reino Unido, combatieron el peligro
potencial de botulismo en bacalao, arenque y mackarel envasados al
vacio y empacados con atmosfera modificada, resultando un retraso
significativo en la producciéon de esta toxina por la aplicacion de nisina
(Delves-Broughton, 2005).

e En productos emulsificados, Raju et al.,, (2003) aplicaron nisina en
diferentes concentraciones a salchichas de pescado almacenadas a
temperatura ambiente y de refrigeracién, y encontraron que a razén de
50 ppm mejor6 la fuerza de gel del producto e incrementé su vida de
anaquel hasta 150 dias, con respecto al control.

Aceites Esenciales

Los aceites esenciales son una mezcla compleja de sustancias de naturaleza
lipofilica procedentes de la destilacion o prensado de plantas o partes de ellas.
Los aceites esenciales provenientes de citricos contienen de 85-99% de
componentes volatiles y 1-15% de componentes no volatiles. Los compuestos
volatiles son una mezcla de monoterpenos (limoneno), hidrocarburos de
sesquiterpeno y sus derivados oxigenados que incluye: aldehidos (citral),

cetonas, acidos, alcoholes (linalol) y ésteres (Fisher y Phillips, 2008).

El mecanismo que otorga el efecto antimicrobiano de los aceites
esenciales no es del todo conocido, sin embargo existen mecanismos
propuestos donde se ha observado que la membrana externa de Escherichia
coli y Salmonella typhimurium se desintegra después de la exposicion a

carvacol y timol (Helander et al., 1998), ademas recientemente se ha reportado
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en lo que respecta a Listeria monocytogenes que existe un engrosamiento
importante y alteracion de la pared celular, junto con una rugosidad aumentada
y falta de citoplasma con la aplicacion de aceite esencial de tomillo (Rasooli et
al., 2006). También se ha observado estas caracteristicas en E. coli O157: H7 y
L. monocytogenes pero en presencia de orégano y canela, respectivamente
(Fisher y Phillips, 2008).

O’Bryan et al. (2008); Fisher y Phillips (2006); sefialan que las bacterias
Gram positivas y Gram negativas son sensibles a los aceites esenciales de
citricos y sus componentes, ellos concluyen que las bacterias Gram positivas
fueron méas sensibles que los Gram negativas posiblemente debido a que la
membrana externa es relativamente impermeable. Sin embargo existen
estudios que sugieren que hay un tiempo de retraso en el crecimiento de las
bacterias Gram negativas, por tanto, durante un periodo de tiempo mas largo
puede tener el mismo efecto tanto en bacterias Gram negativas como en
bacterias Gram positivas (Tassou et al., 2000). Esta sensibilidad diferencial se
ha observado cuando se utilizan aceites de citricos en estudios in vitro, pero no
cuando se aplican directamente en alimentos (Fisher y Phillips, 2006). Esto
altimo, ha ocasionado un gran interés de investigacion y de busqueda de

posibles aplicaciones de los aceites esenciales en la industria de alimentos

Son relativamente pocos los estudios sobre la actividad antimicrobiana
de aceites esenciales en sistemas modelo de alimentos 6 en alimentos
propiamente dichos. En el estudio de Aman et al., 2010, si bien no se trata de
producto pesquero, se puede resaltar que el aceite esencial citrico de limoén fue
mas efectivo respecto al tomillo y al ajo. Logrando prolongar 6 dias la vida de

anaquel de carne picada de res.

Existen investigaciones en el area de productos pesqueros que han

utilizado este tipo de antimicrobianos:

e Mahmud et al., 2004 encontraron que la microflora de piel, branquias e
intestinos de carpa, se reduce con Citral y Linalool. En este estudio se
17



resalta que el Linalool mostr6 efecto solo contra las bacterias aisladas de
la piel en concentraciones de 2% v/v, mientras que el Citral a 1% y 2%
fue eficaz no solo contra bacterias aisladas de la piel, sino también
mostro efecto en branquias e intestinos de la carpa.

e Kim et al., (1995) aplicaron Citral a concentraciones de 0.5-3% p/v en
cubos de pescado, observando reduccion de las bacterias Gram

negativas y una disminucién en la poblacion final de hasta 1,5 log UFC/g.

Se torna interesante probar este tipo de antimicrobianos en productos
emulsificados a partir de musculo de calamar gigante y evaluar el impacto que
tienen en la prolongacién de su vida de anaquel, ya que las principales
bacterias presentes en este tipo de productos son las Gram positiva (Félix-
Armenta et al, 2009). Segun los estudios mostrados anteriormente, tanto la
nisina como los aceites citricos actuan sobre éste tipo de bacterias, y seria

interesante comparar dichos antimicrobianos sobre este tipo productos.
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HIPOTESIS

La incorporacion de un antimicrobiano natural mantiene las caracteristicas de
calidad durante la vida de anaquel de un producto gel-emulsificado de calamar

gigante (Dosidicus gigas) optimizado con soya y almidon.
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OBJETIVOS

Optimizar la formulacion de un producto gel-emulsificado de mdusculo de

calamar gigante (Dosidicus gigas) y evaluar el efecto de dos antimicrobianos

naturales sobre sus parametros de calidad y vida de anaquel durante el

almacenamiento en refrigeracion.

Obijetivos especificos:

Establecer las concentraciones 6ptimas de proteina de soya y almidon
en la formulacion de un producto tipo salchicha.

Evaluar en la formula optimizada el efecto de la adicibn de dos
antimicrobianos naturales (Nisaplin® y Citrol-K Ultra®) durante el
almacenamiento en refrigeracion.

Evaluar el efecto del mejor antimicrobiano natural sobre las
caracteristicas fisico-quimicas, sensoriales y microbiolégicas del

producto optimizado durante su vida de anaquel en refrigeracion.
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MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de este trabajo se plantearon 3 etapas experimentales:
Etapa I: Consistio en la optimizacion de la formula
Etapa Il: Consistio en la eleccidon del antimicrobiano natural mas efectivo

Etapa lll: Se evalud la vida de anaquel de la salchicha optimizada y con el

antimicrobiano que resulté ser mas efectivo en la etapa previamente descrita.

Etapa I: Optimizacion de la Formulacion de Salchicha de Calamar

Formulacion

Para el desarrollo de la formulacién del producto, se tomé como referencia un
producto gel-emulsificado de calamar elaborado previamente por el Laboratorio
de Bioquimica y Calidad de Productos Pesqueros de CIAD (Félix-Armenta et al.,
2009), cuyos ingredientes se muestran en la Tabla 3. De esta formula se
establecieron 2 ingredientes para ser optimizados, almidon y soya, por ser
mejoradores de textura (retienen agua, proporcionan estabilizacion a la
emulsién y a la gelificacion, entre otros). Se emplearon 5 niveles de cada uno:
Para el almidén los niveles oscilaron en un rango de 3-6% y para la soya entre
0-3.5% de acuerdo con la NOM-122-SSA1-1994. Utilizando la metodologia de
superficie de respuesta se obtuvieron un total de 12 formulaciones diferentes,
cada formulacion fue procesada en cantidad de 3 kg; solo almidon y soya
fueron modificados en cada formula el resto de los ingredientes se adicionaron

como se indica en la Tabla 3 y se ajustaron al 100% con agua.
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Tabla 3.

Ingredientes y proporciones utilizadas de formulacién de

salchicha de calamar.
Ingrediente Porcentaje
Musculo 68.07
Hielo 19.48
Almidén modificado de papa * =
Aislado de soya* -
Aceite (Canola) 2.09
Sales 1.31
Fosfatos 0.52
Eritorbatos (isoascorbato) 0.16
Condimentos 1.75
Color (rojo-fresa) 0.02

*Ingredientes modificados
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Elaboracién del producto

El desarrollo del producto se muestra en el diagrama de proceso de elaboracion

(Figura 1), y se detalla a continuacion:

1)

2)

3)

4)

5)

Pesado de los ingredientes: Se pesoO e identific6 a cada uno de los
ingredientes por separado segun la Tabla 3.

Preparacion del musculo: Un solo lote del madsculo de calamar gigante
(Dosidicus gigas) fue adquirido en forma congelada en una distribuidora
local, ubicada en Hermosillo, Sonora. El calamar, inmediatamente se
trasladé en hielera a las instalaciones del CIAD, para su posterior
procesamiento, 24 horas antes de su procesamiento fue atemperado a 4
°C para su limpieza, la cual consistio en la eliminacion de piel interna y
externa para proceder a ser cortado en trozos de 3 cm. El masculo se
refrigerd, hasta alcanzar la temperatura de 4°C, para su posterior
procesamiento.

Preparacion de la emulsion. Una vez que la temperatura del masculo fue
la adecuada (4°C), se incorporé el musculo a una cutter Kilia Vacu Autoc
30 (Kilia Co., Kiel, Alemania), para agregarle posteriormente los
ingredientes (Tabla 3) de la siguiente manera: 2/3 de hielo, sal fina, sal
cura, azucar, condimento, fosfatos, humo liquido, colorante, aceite de
canola, aislado de soya, almidén de papa, 1/3 de hielo y por ultimo el
eritorbato. El proceso se realiz6 a una velocidad de 792 rpm, una vez
mezclado los ingredientes se le aplicO vacio para una mejor
incorporacion de los mismos. La temperatura de la pasta fue mantenida
menor a 10 °C.

Embutido. La pasta obtenida en el paso anterior se embutio en fundas de
celulosa calibre 23 mm, en una embutidora de pistobn Smith Modelo RS-
2050 (Smith Equipment Co. Clifton, NJ), el producto se amarré
manualmente con hilo de algodon ajustando su tamafio de 10 a 12 cm.
Tratamiento térmico. El tratamiento térmico se llevé a cabo en un horno
Enviro Pak Micro-Pak Series Mp1000 (Enviro Pak, Clackamas, OR), bajo
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H PESADO DE INGREDIENTES

PREPARACION DEL
MUSCULO

B

FORMACION DE LA
EMULSION

EMBUTIDO

TRATAMIENTO TERMICO

ENFRIAMIENTO

ALMACENAMIENTO

Figura 1. Proceso general de elaboracion de salchicha de calamar gigante
(Dosidicus gigas).

24



las condiciones que se detallan en la Tabla 4, todas las formulaciones
fueron horneadas al mismo tiempo.

6) Enfriamiento: Una vez terminado el tratamiento térmico, el producto se
sumergio en un bafio de agua-hielo (30/70 v/p) por 5-10 min, con la
finalidad de dar un shock térmico para favorecer la disminucion de la
temperatura interna del producto y detener el proceso de pasteurizacion
gue se inicio en el horno.

7) Almacenamiento: Una vez enfriado el producto se almacenaron en
refrigeracion a una temperatura <4 °C para su posterior analisis.

En el anexo 1 se ilustra la elaboracién de salchicha de calamar y en el anexo 2

sus analisis correspondientes.

Analisis de Producto Terminado

Andlisis proximal. ElI contenido de humedad se determiné a temperatura
constante a 105°C utilizando una estufa de conveccién de aire (método 950.46),
el contenido de cenizas se determind a 550°C (método 938.02) y la grasa
(método 920.39) se determiné por Goldfish, todos de acuerdo al procedimiento
de la AOAC (2000). Para la determinacion de proteina se llevd a cabo por
Microkjeldahl y se siguié la metodologia establecida por Woyewoda et al.

(1986). Estas determinaciones se hicieron por triplicado para cada férmula.

Andlisis Fisicoquimicos. Los analisis fisicoquimicos que se realizaron al
producto de calamar comprendieron: pH, capacidad de retenciébn de agua
(CRA), actividad de agua (aw), color (interno y externo) y textura, los cuales se

describen a continuacion:

pH. La determinacion del pH se realizd por la técnica de inmersion en una
solucion 1:2 (salchicha:agua destilada), la muestra fue previamente
homogenizada en un procesador de alimentos Black & Decker (Short cut), de
acuerdo con la técnica descrita por Woyewoda et al. (1986). Se utiliz6 un
potenciometro 240 Corning (Acton, MA, USA).
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Tabla 4. Especificaciones de tiempo y temperatura del proceso de coccion

de salchicha de calamar.

TEMPERATURA (°F)

ETAPA TIEMPO  BS BH RNl
Calentamiento 20 135 110 -
Precocido 20 165 150 -

Cocido 20 185 185 -
Pasteurizacion 10 160 160 162

Enfriamiento en horno 5

*BS: bulbo seco y BH: Bulbo himedo.

26



Actividad de Agua (ay). Para esta determinacion la muestra fue homogenizada
y colocada en los recipientes especiales que contiene el equipo. Esta
determinacion se realizd por lectura directa con un higrometro AquaLab CX-2

(Decagon Devices Inc, Pullman, WA).

Capacidad de retencion de agua (CRA). La CRA se determiné por
centrifugacion utilizando la metodologia de Cheng et al. (1979). Se utilizaron 59
de salchicha, se centrifugaron a 28,500 x g durante 30min a 4°C en una

centrifuga Beckman Modelo J2-21 (Beckman Instruments, Inc. Palo Alto CA).

Evaluacion de color interno y externo. Este pardmetro se evalu6 mediante el
sistema de colorimetria de triestimulo utilizando un colorimetro portétil Konica
Minolta CR-400 (Konica Minolta Sensing, Inc., Japon). Se obtuvieron los valores
de “L” (luminosidad), “a” (matiz rojo-verde) y “b” (matiz amarillo-azul), tanto para
color interno como para el color externo y se calculé el angulo de matiz (1)
(Mc.Lelland et al., 1995). Para obtener los valores de color interno se cortaron

rodajas de 1 cm y para el color externo se realizé un corte transversal de 3 cm.

0=b%g. )

Textura. La textura fue evaluada a través de 3 pardmetros: andlisis de perfil de

textura, esfuerzo al corte y prueba de doblado

a) Andlisis de perfil de textura (APT). Para la realizacion del analisis las
salchichas se cortaron en porciones cilindricas con medidas de 1 cm x 1
cm, dejandose reposar por 1 h a temperatura ambiente dentro de una
bolsa de polietileno para evitar la pérdida de humedad, la medicién se
realizd6 de acuerdo al método de Bourne (2002), con ciertas
modificaciones. Se realiz6 una doble compresién a un 75% y a una
velocidad de 1 mm/s, con un tiempo de espera de 5 seg entre cada
compresion, utilizando una celda de 500N, éste estudio se efectud en un
texturémetro TMS-Pro (Food Techonology Corporation, Sterling, VA). Las

variables evaluadas fueron dureza, cohesividad y elasticidad.
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b) Esfuerzo al corte. El esfuerzo al corte se determiné por medio del
texturometro TMS-Pro (Food Techonology Corporation, Sterling, VA) con
una navaja Warner — Bratzler como aditamento, de acuerdo al método de
Bourne, (2002), bajo las siguientes condiciones: Se cortaron trozos de
salchicha de 3 cm de largo y a su vez, estos se cortaron
transversalmente por la mitad, dejandose reposar por una hora dentro de
una bolsa de polietileno para evitar la pérdida de humedad en las
mismas. Las condiciones a las cuales se realizd el estudio fueron
utilizando una velocidad de cabezal de 2 mm/s y un desplazamiento de
30 mm. Los resultados se tomaron del pico maximo (fuerza maxima)
resultante del esfuerzo al corte.

c) Prueba de doblado. Se cortaron rodajas de 2-3 mm de espesor, se tomd
entre los dedos indice y pulgar, para posteriormente seguir la
metodologia descrita por Kudo et al. (1973). Una vez realizado el

procedimiento se calificé de acuerdo a la Tabla 5.

Andlisis Sensorial. Los atributos sensoriales se midieron con una prueba
descriptiva de acuerdo a lo establecido por Pedrero y Panborn (1989). El panel
fue de un grupo de 8 personas entrenadas, trabajadores de CIAD, A.C. Se
utilizé una escala de 0-10 para los atributos de color, apariencia general y
sabor, donde el 0 = me disgusta mucho y el 10= me gusta mucho. Los
panelistas también evaluaron textura al morder y textura al masticar, donde se
utilizé una escala de 10 puntos, representando el 5 el valor ideal, los valores por
encima de 5 se calificaron como textura blanda y los valores por debajo de 5 se
calificaron como textura dura. Para la referencia del valor ideal de la textura se
utilizé una salchicha comercial. En el anexo 3 (a) se muestra el formato utilizado

en esta evaluacion sensorial.

Disefio de experimentos

Se estudiaron el efecto de 2 factores composicionales, utilizando la Metodologia

de Superficie de Respuesta (MSR). Las condiciones experimentales fueron
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Tabla 5. Escala de puntos para la prueba de doblado.

Escala de puntos

Grado Nishiya

Observaciones

5

4

AA

A

No se rompe al doblarlo
en cuadrantes

No se rompe al doblarlo
por la mitad, se rompe al
doblarlo en cuadrantes
Se quiebra al doblarlo
por la mitad

Se rompe en partes al
doblarlo por la mitad

Se fragmenta al tocarlo
con los dedos

Kudo et al., (1973)
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establecidas en base a un disefio Central Compuesto Rotatorio para 2 factores
y dos niveles (2%) con cuatro puntos centrales (Montgomery, 2003). Los factores
del presente estudio son X; (Almidon) y X, (Soya), para los cuales se
establecieron los niveles minimos y maximos, codificandolos en 5 niveles (-
1.414, +1.414, -1, +1 y 0) para realizar la optimizacion. El valor +1.414
representa los puntos axiales del disefio, +1 representa los puntos factoriales y
0 indica los puntos centrales. Los puntos axiales se incluyen en el modelo para
gue proporcione la curvatura al modelo, es decir, hacerlo rotatorio. Se utilizaron
4 puntos centrales para estimar la suma de cuadrados del error puro. El disefio
se muestra en la Tabla 6 y consistio de 12 formulaciones. Los valores naturales

no se muestran debido a la confidencialidad del estudio.

Para realizar el andlisis estadistico de los datos obtenidos se ajusté un
modelo de regresidén para cada variable de respuesta, el cual estima el andlisis
de varianza de la regresion por el método de cuadrados minimos, de acuerdo a
la MSR. ElI modelo consistid en una ecuacion polinomial de segundo orden (2)

COmo se muestra a continuacion:

Y=BoB1X1+ByXo+B12*X1%+B2*Xo*+B12X1 (2)

Donde:
Bo= Intercepto
B1X,= Coeficiente de regresion lineal para X;
B,X,= Coeficiente de regresion lineal para X;
B1,*X1°= Coeficiente de regresién para X; con efecto cuadratico
B,,*X,?= Coeficiente de regresién para X, con efecto cuadratico
B1,X; = Coeficiente de regresion para productos cruzados X;y Xz

Mediante el analisis de varianza (ANOVA) se buscé la adecuacion del
modelo completo para determinar los efectos significativos en cada una de las
variables evaluadas. Ademas el ajuste y selecciéon del modelo se realizé de
acuerdo a los términos de falta de ajuste y del analisis del coeficiente de
determinacién (R?). Algunos de los modelos completos obtenidos inicialmente,
no representaban de forma adecuada los datos, por lo que se procedio a la

reduccion de términos que menos contribuian en la respuesta, tomando como
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para dos factores (22).

., Factores
rormuRcion
1 -1 1
3 1 1
5 0 -1.414
7 -1.414 0
9 0 0
11 0 0

X;=Almidon, X,=Soya

Tabla 6. Corridas experimentales del disefio central compuesto rotatorio
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criterio estadistico para la eliminacion los de mayor probabilidad (P>0.05). Con
lo anterior se pudieron obtener los modelos de prediccion, se establecieron las
condiciones Optimas tanto de las variables como de los factores y se procedio a
la realizacion de graficas de superficie de respuesta de tercera dimension solo
para las variables que se observo significancia de los factores. Se grafico y
procesaron los datos en el paquete estadistico JMP de SAS version 8.0.

Los resultados de validacion fueron analizados a través de una prueba
“T” comparando los valores 6ptimos predichos por el modelo con los obtenidos

experimentalmente, todo ello en paquete estadistico NCSS 2010.

Etapa Il: Eleccién de Antimicrobiano Natural

Una vez obtenida la formula éptima de la Etapa |, se procedié a evaluar el

efecto de dos antimicrobianos naturales sobre esta formulacion.

Tratamientos

Se realizaron un total de 5 tratamientos, 2 repeticiones por tratamiento
preparando 3 kg de producto para c/u, se probaron 2 antimicrobianos naturales
(Nisaplin® y Citrol-K Ultra®) a 2 diferentes concentraciones para c/u. Los
tratamientos fueron los siguientes: 1) Control, sin antimicrobiano; 2) Nisaplin® a
200 ppm (5 ppm de nisina pura); 3) Nisaplin® a 320 ppm, (8 ppm de nisina
pura); 4) Citrol-K Ultra® a 375 ppm; y 5) Citrol-K Ultra® a 500 ppm. Las
concentraciones utilizadas de Nisaplin® se encuentran dentro de los limites
establecidos por el CODEX (500 ppm de nisina comercial) y para el caso de
Citrol-K Ultra® se utiliz6 de acuerdo a la recomendacion del proveedor.
Nisaplin® contiene 2.5% de nisina pura, por lo que las concentraciones

utilizadas corresponden a 5 ppm y 8 ppm de nisina pura.

El producto fue elaborado siguiendo la metodologia descrita en la Etapa

I. Los tratamientos fueron almacenados durante 35 dias a 4°C realizando los
analisis a los dias 0, 7, 14, 21, 28 y 35.
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Evaluaciones

Primeramente se realiz6 un analisis proximal al tiempo O de acuerdo a la
metodologia descrita en la Etapa I, con la finalidad de corroborar que el
antimicrobiano era probado sobre un producto con las mismas caracteristicas

de composicion proximal que el optimizado.
Los parametros utilizados para la seleccién del antimicrobiano fueron:

a) Microbiologicos: se utilizaron las técnicas descritas en las Normas Oficiales
Mexicanas (NOM) y el Bacteriological Analytical Manual (BAM) (1998). Los
protocolos a seguir fueron los siguientes: Cuenta estandar en placa de
bacterias aerobias mesdfilos (PCA, 37 + 1°C) y psicréfilos (PCA, 4 + 2°C),
(BAM, Capitulo 3 y NOM-092-SSA1-1994). Los microorganismos
microaerdfilos (bacterias acido lacticas) fueron desarrollados en agar MRS
(37 + 1°C) bajo CO, (4-10%). Las muestras fueron procesadas por
duplicado para cada repeticion.

b) Fisico-quimicos: Se evalué pH y a,, bajo la misma metodologia descrita en

la primera etapa.

Disefio Experimental y Andlisis Estadistico

El disefio experimental utilizado para esta etapa fue Bloques Completos al Azar.
Los datos fueron analizados mediante un andlisis de varianza por modelos
lineales generales. El modelo incluyé al tiempo como bloque y a los
tratamientos como efecto principal. Cuando se encontr6 efecto de los
tratamientos, se realiz6 la prueba de comparacién de medias de Tukey-Kramer
con un nivel de significancia del 5%. Se utilizé el programa estadistico NCSS
(2010).
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Etapa Ill: Evaluacion de la Vida de Anaquel

Una vez obtenida la formulacion optima y elegido el antimicrobiano natural que
tuvo mejor efecto, se procedié a evaluar la vida de anaquel del producto en
refrigeracion a 4 °C durante 42 dias, las evaluaciones se realizaron cada 7 dias,

incluido el dia cero.

Se realizaron dos tratamientos: 1) Control (formula sin antimicrobiano); 2)
Formula con antimicrobiano. Ambas se realizaron por duplicado siguiendo la

misma metodologia descrita en la Etapa I.

Evaluaciones

Proximal. Fue realizado en el tiempo 0, de acuerdo a la metodologia descrita en
la Etapa | y solo la humedad fue evaluada durante el periodo de

almacenamiento.

Fisico-quimico. Se evalu6 pH, CRA, a, color y textura (metodologia de la Etapa

).

Analisis Microbiologico. Ademés de las bacterias evaluadas en la Etapa Il, en
esta Etapa se incluyeron Coliformes totales y fecales, siguiendo la metodologia
del Numero Més Probable (NMP) utilizando caldo lactosa lauril sulfato a 37 °C +
1°C y caldo bilis verde brillante a 37 °C + 1°C, respectivamente (NOM-112-
SSA1-1994 y BAM, Capitulo 4) como indice de higiene. Como organismos
patdgenos de interés para este tipo de producto, se evalué Escherichia coli
utilizando caldo EC a 42°C + 1°C (NOM-112-SSA1-1994 y BAM, Capitulo 4),
Salmonella spp. utilizando Xilosa Lisina Desoxicolato Agar a 37°C + 1°C (NOM-
114-SSA1-1994), Staphylococcus aureus utilizando Baird Parker Agar a 37°C +
1°C (NOM-115-SSA1-1994) y para Listeria monocytogenes se utilizé el método
de oxford Modificado a 37°C (NOM-143-SSA1-1995 y BAM, Capitulo 10).
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Andlisis Sensorial. Se realizé la prueba de diferencias contra el control; para ello
se utilizé una escala no estructurada de 7 cm, donde el 0 = nada (sin diferencia)
y el 7 = extremadamente diferentes (Meilgaard et al., 1987). Para el analisis un
grupo de 8 panelistas entrenados (personal del CIAD, A.C.) evaluaron los
parametros de olor, sabor, color, apariencia general, textura al morder y al
masticar. Las diferencias se calcularon promediando los valores obtenidos para

cada atributo/dia. En el anexo 3 (b y c) se muestran los formatos utilizados.

Disefio Experimental y Analisis Estadistico

Los datos se ajustaron a un disefio en bloques completamente al azar. Se
realizaron dos repeticiones para cada tratamiento. Los datos fueron analizados
mediante un analisis de varianza por modelos lineales generales. El modelo
incluyé al tiempo de almacenamiento como bloque y a los tratamientos como
efecto principal. Cuando se encontro efecto de los tratamientos, se realiz6 la
prueba de comparacibn de medias de Tukey-Kramer con un nivel de

significancia del 5%. Se utiliz6 el paquete estadistico NCSS (2010).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa |: Optimizacion de la Formulacion de Salchicha de Calamar

Anélisis Proximal

Se realiz6 el andlisis proximal de las férmulas obtenidas (Tabla 7), en el cual se
modificaron las concentraciones de dos ingredientes (almidon y soya) de
acuerdo al disefio central compuesto 22. El contenido de humedad varié del
73.53% al 78.05%, los valores se encuentran por encima (70%) de lo
recomendado por la norma mexicana NMX-F-065-1984; sin embargo, el tratar
de reducir la humedad al valor recomendado repercutiria en las caracteristicas
sensoriales del producto. El contenido de proteina en las formulaciones oscil
de 8.7% al 10.42%, en general los valores estan dentro de lo recomendado por
la norma mexicana (9.5%) para productos tipo salchicha citada anteriormente.
El nivel més bajo de proteina se observd en la férmula 5, al cual le corresponde
a un nivel bajo de soya. El contenido de grasa se encontro (1.22%-1.87%) muy
por debajo de lo que sugieren como limites maximos permitidos (30%), por lo
que este producto puede considerarse “bajo en grasa” de acuerdo con la NOM-
086-SSA1-1994. Es importante resaltar que el calamar tiene un contenido muy
bajo de grasa y la grasa presente en estas formulaciones es afladida en su gran
mayoria como parte de los ingredientes, considerandose un punto nutricional
favorable que puede hacerlo atractivo para el consumidor. El contenido de
ceniza vario de 2.05%-2.94%. Las variaciones de la composicion proximal de
las 12 formulaciones, se encontraron dentro de los limites establecidos por las

normas.
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Tabla 7. Composicion proximal de las diferentes formulaciones de

salchicha de calamar gigante.

Formulaciones

Variables independientes Humedad Grasa Proteina Ceniza

% e @ ) ) (%)
1 -1 1 75.99 1.28 9.83 2.49
2 1 =1 75.32 1.39 9.07 2.55
3 1 1 73.53 1.59 9.86 2.94
4 =1 =1 76.90 1.31 9.03 2.45
5 0 -1.414 77.55 1.28 8.71 2.21
6 0 1.414 74.30 1.57 10.42 2.42
7 -1.414 0 77.00 1.71 9.84 2.29
8 1.414 0 75.51 1.80 9.38 2.28
9 0 0 75.50 1.85 9.87 2.35
10 0 0 76.39 1.87 9.77 2.19
11 0 0 78.05 1.84 9.56 2.05
12 0 0 75.86 1.31 9.67 2.38

X;=Almidon; X,=Soya
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Andlisis Fisico-quimicos

A continuacibn se muestran los resultados obtenidos en las diferentes

evaluaciones fisicoquimicas de las formulaciones elaboradas (Tabla 8).

pH. Los valores de pH variaron de 6.24 a 6.72; dicha variacion se encuentra
dentro del rango de productos embutidos (6.21-6.67) (Koniecko, 1979). El pH
mas bajo se encontrd en la férmula 11, correspondiente a los puntos centrales;
sin embargo; los otros 3 puntos centrales mostraron un pH promedio de 6.5,

dicha variacién puede atribuirse como parte del error puro del modelo.

Actividad de agua (ay). Los valores de actividad de agua presentaron pequefas
variaciones entre 0.93 y 0.96. La a,, mas baja se presenté en los niveles medios

de almidon.

Capacidad de retencion de agua (CRA). Los valores variaron de 84.25% a
97.95% (Tabla 8), mostrando la mayoria de las formulaciones un valor por
encima (85.56%) de lo reportado para salchicha de calamar (Felix-Armenta et
al., 2009), concordando estos valores con lo reportado (96-98%) para salchicha
de trucha a partir de filetes fresco y congelado (Dincer y Cakli 2010). La CRA
mas baja se presento en la formulacion 5, la cual contiene el nivel mas bajo de
soya poseyendo un nivel medio de almidén. Por otro lado, la formula 7,
presentd la CRA mas alta, esta contiene niveles altos de almidén y soya;
ademas, presento el contenido de humedad méas bajo. Estudios en salchichas
de pescado muestran que hay una relacién directamente proporcional de la
CRA al aumentar 6 disminuir tanto el contenido de almidén como de proteina
(Mohammadi y Oghabi, 2011; Huda et al., 2012).

Dureza. Los rangos de textura correspondiente a las 12 formulaciones fueron
desde 0.98 kgr/g a 2.85 kgg/g. La férmula 5, fue la presentd la dureza mas baja,
lo cual se refleja con lo observado en los parametros de humedad y CRA
coincidiendo con lo reportado por diversos autores (Chang y Carpenter 1997;
Yang et al., 2006; Huda et al., 2012) concluyendo que niveles mas altos de
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Tabla 8. Caracteristicas fisicoquimicas de las formulaciones de salchicha de calamar gigante.

Variables
1 -1 1 0.96 6.72 89.04 77.42 42.72 1.35 0.13 4.75
2 1 -1 0.96 6.56 91.38 83.03 37.67 1.74 0.12 4.75
3 1 1 0.95 6.55 97.45 88.30 52.55 2.85 0.19 5.00
4 -1 -1 0.94 6.65 88.66 89.00 34.18 1.25 0.10 5.00
5 0 -1.414 0.93 6.67 84.25 85.70 39.94 0.98 0.08 4.75
6 0 1.414 0.96 6.49 91.62 85.70 46.43 2.69 0.20 4.25
7 -1.414 0 0.96 6.28 85.22 80.00 42.71 1.30 0.09 5.00
8 1.414 0 0.95 6.29 93.27 86.65 36.41 1.75 0.10 5.00
9 0 0 0.95 6.53 95.51 81.24 36.29 1.85 0.12 4.25
10 0 0 0.95 6.50 92.72 78.50 32.55 1.48 0.08 4.75
11 0 0 0.95 6.24 93.78 87.74 48.43 1.92 0.12 4.50
12 0 0 0.94 6.41 95.84 86.35 49.82 1.93 0.15 4.25

X;=AImidon; X,= Soya
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humedad disminuyen la dureza del producto. Ademas, los resultados reflejan al
igual que el estudio de Rahman et al. (2007), refleja que la dureza de un

producto se ve afectada la adicion de almidén.

Cohesividad. Estos parametros oscilaron entre 32.55%-52.55%, siendo la
formulacion 3 la que presenté mayor cohesividad conteniendo un nivel alto de
almidon y soya. La salchicha de calamar de Félix-Armenta et al. (2009) mostré
valores similares de cohesividad (36%) a los obtenidos en el presente estudio.
Este comportamiento concuerda con lo reportado por Beggs et al. (1997)
encontrandose que los altos niveles de almidén imparten mayor cohesion en

salchichas de pavo.

Elasticidad. La formulacion menos eléstica fue la nimero 1 (77.42%), la cual
contiene un nivel bajo de almidon y un nivel alto de soya; sin embargo, estos
valores muestran que es mas elasticas que lo reportado por Cardoso et al.
(2008), para salchicha de merluza (59.8%). Por otro lado, la formula 4, fue la
mas elastica (89%), al cual contiene niveles bajos tanto de almidéon como de
soya. El anterior resultado de elasticidad corresponde con lo reportado para

salchicha de corvina (Ribeiro et al., 2012).

Esfuerzo al corte (EC). La fuerza de corte de la salchicha de calamar parece
estar directamente relacionada con la dureza, ya que el menor EC se presenté
en la formula 5, misma que presenté la menor dureza (0.08); este mismo
comportamiento fue observado para las formulaciones con el mayor EC. Estos
valores concuerdan con lo reportado en el estudio de salchichas comerciales de
pescado (Huda et al., 2012).

Prueba de doblado (PD). Esta parametro en las salchichas de calamar parece
estar relacionado con la elasticidad, las formulaciones con mayor elasticidad
(férmulas 3 y 4) son las que se calificaron con una escala numérica de 5, que
representa un gel grado AA (Tabla 8), es decir, no se rompe al doblarlo en
cuadrantes, segun la clasificacion de Nishiya, mostrada por Kudo et al. (1973).
En general, las 12 formulaciones pudieron formar geles resistentes al doblado
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ya que los valores se mantuvieron dentro del rango de 4.25-5 siendo superiores
a lo reportado para salchicha de merluza (Cardoso et al., 2008), concordando
con los valores reportados en el estudio realizado para salchichas de pescado

comercial (Huda et al., 2012).

Color. Se muestran los promedios de las evaluaciones realizadas de color
interno y externo de las 12 formulaciones. Los valores de L* (luminosidad) tanto
para el color interno como externo variaron de 78.37-82.81 y 76.44-82.51,
respectivamente. El parametro L* en color interno y externo indicé que la
férmula 8 present6 la menor luminosidad y la férmula 5 la mayor luminosidad. El
pardmetro a* (rojo-verde, +/-) para todas las formulaciones se posicion6 en el
cuadrante positivo en un rango de 1.77 a 6.30 para el color interno y de 3.45 a
10.16 para el color externo. Los valores de b* (amarillo-azul, +/-) se
posicionaron en tonalidades amarillentas (escala positiva) oscilando los valores
de color interno de 8.02 al15.62 y el color externo de 9.9 al4.66. Los resultados
muestran que tanto para el color interno como externo, los aumentos o
disminuciones de los pardmetros a* y b* estan relacionadas con las variaciones
en los niveles de soya, un comportamiento similar fue observado en salchichas
de puerco y pescado (Thomas et al., 2008; Huda et al., 2012). Ademas, de
manera general en las formulaciones se observd un ligero aumento en los
parametros de color externo no asi para el color interno que parece estar

relacionado con dichas variaciones en la concentracion de soya.

Con la finalidad de observar los cambios de color de a* y b* en este
producto, se integraron estos parametros al &ngulo de matiz. En la Tabla 9 se
observa que para el color interno los valores oscilaron de 57.64 a 82.64 y para
el color externo 78.45 a 85.01, hubo un aumento generalizado del color externo
no asi para el color interno. Con estos resultados el producto se ubica el

cuadrante | (rojo-amarillo) de la esfera cromatica de color.
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Tabla 9. Parametros de color interno y externo de las distintas formulaciones de salchicha de calamar

gigante.

Variables
independientes

Color interno

Color externo

Formulaciones Angulo Angulo
X1 X, L* a* b* de. L* a* b* de_

matiz matiz
1 -1 1 82.13 1.77 11.17 80.98 81.10 3.65 13.94  82.16
2 1 -l 82.28 4.69 8.74 74.04 79.56 4.69 13.14  83.71
3 1 1 80.35 1.47 11.36 82.64 77.31 4.50 15.16  81.68
4 8] Al 82.81 4.13 8.02 64.17 82.05 4.95 11.64  84.46
5 0 -1.414 83.13 4.57 7.21 57.64 82.51 3.45 9.93 85.01
6 0 1.414 80.64 1.59 11.38 82.05 77.00 4.23 14.66  81.59
7 -1.414 0 80.60 6.33 15.30 67.92 80.59 7.17 11.30  79.08
8 1.414 0 78.37 6.85 15.62 66.32 76.44 9.05 10.38 7845
9 0 0 80.76 5.53 15.47 70.31 78.21 8.32 10.96  78.81
10 0 0 80.79 6.29 15.21 67.43 79.80 9.05 9.90 79.22
11 0 0 79.83 7.53 14.22 62.08 77.49 10.16 9.95 79.60
12 0 0 79.52 6.30 14.75 66.90 77.87 8.93 1121 719.27

X;= Almidén; X,=Soya

42



Analisis Sensorial

Para el parametro de color, sabor y apariencia se utilizd6 una escala de 10
puntos, donde 10 equivale a “me gusta mucho”, 5 “ni me gusta, ni me disgusta”
y 0 “me disgusta mucho” (Pedrero, D.L. y Pamgbor, R.M., 1989). Los panelistas
calificaron con mejor color a la formulacién 10 (8.52), la cual fue la que presentd
también los valores méas altos de color en la medicion instrumental. El sabor
tuvo una puntuacion maxima de 8.39 correspondiente a la formula 12 y la
puntuacion mas baja (4.62) para la formula 1. Por ultimo, en el atributo de
apariencia nuevamente es ligeramente castigada la formulacion 1 y las
formulaciones mejor evaluadas son la 8 y 12. Como se puede observar, los tres
pardmetros mostraron sus mejores evaluaciones en las formulaciones que
corresponden a los puntos centrales del disefio (Tabla 10). Para los atributos de
textura al morder y masticar la escala es de 10 puntos y el valor ideal es
representado por el 5, para el atributo de textura la morder la férmula 3 fue
calificada como una textura ligeramente dura (4.07), misma que mostré en el
Andlisis de Perfil de Textura (APT) mayor dureza y esfuerzo al corte. La férmula
5 muestra una textura blanda (7.92), la cual se reflejé en el APT ser mas blanda
y con menor esfuerzo al corte, esta correspondencia del analisis instrumental y
sensorial se ha encontrado en el estudio de Rahaman et al.,, (2007). Las
formulas 1 y 12 fueron calificadas en la textura al morder como las mas
cercanas al ideal. Por otro lado, la textura al masticar tuvo el mismo
comportamiento que la textura al morder siendo la formula 3 la que se observo
la puntuacion mas baja (3.93) y la formula 5 (8.02) calificada con puntuacion
mas alta. Cabe mencionar que hubo formulas que fueron evaluadas en la

textura al masticar como muy cercanas al ideal (1, 6, 7, 8 y 12).

Las calificaciones obtenidas en los atributos sensoriales de las
salchichas del presente estudio, son mayores a los reportadas por Félix-
Armenta et al., (2009), quienes utilizaron la misma escala de evaluacion para
una salchicha de calamar. En términos generales los panelistas reflejaron su

por todos los aspectos evaluados (color, olor, sabor, apariencia y textura) en las
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Tabla 10. Calificaciones promedio de los atributos sensoriales de formulaciones de salchichas de calamar

gigante.
_ Variables independientes o Textura Textura
Formulaciones X, X, Color Sabor Apariencia al morder  al masticar

1 -1 1 3.43 4.62 4.82 5.14 5.36
2 1 -1 7.65 8.18 7.88 6.06 6.21
3 1 1 6.46 6.27 4.96 4.07 3.93
4 -1 -1 7.60 8.05 7.82 6.59 6.83
5 0 -1.414 6.55 7.26 6.33 7.92 8.02
6 0 1.414 7.00 7.77 6.46 5.23 5.34
7 -1.414 0 7.40 6.95 5.50 5.85 5.83
8 1.414 0 8.20 8.32 8.69 5.83 5.80
9 0 0 7.82 7.85 6.28 6.96 7.00
10 0 0 8.52 7.90 6.40 7.53 7.50
11 0 0 7.18 7.37 8.07 5.77 6.15
12 0 0 7.79 8.39 8.59 5.39 5.49

X;= Almidon; X,=Soya
Color, Sabor y Apariencia: 0= Me disgusta mucho;10= Me gusta mucho
Textura al morder y Textura al masticar: <5= Textura dura; 5= |deal; <5= Textura blanda
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las formulaciones posicionadas en los puntos centrales.

Eleccion de los Modelos Predictivos

Los modelos predictivos obtenidos por MSR, se muestran en los Tablas 11, 12
y 13. En estos cuadros se reportan los coeficientes de regresion de los modelos
obtenidos para los términos lineales (X: y X,), cuadraticos (Xi° y X% e
interacciones (X1 * X,), sus probabilidades respectivas para cada una de las
variables de respuesta y los coeficientes de determinacién (R?) de cada modelo.
La R? indica que tanto de la variacion total de la variable respuesta es explicada
por el modelo matematico ajustado. El efecto de cada factor sobre las variables
de respuesta, fue determinado en base a la intensidad de cada coeficiente de
regresion en el modelo y su probabilidad asociada. El signo positivo significa,
gue por cada unidad de incremento de la variable independiente la variable de
respuesta también aumenta mostrando una relacion positiva entre la respuesta
y el factor, mientras que el signo negativo representa la relacion inversa entre el

factor y la respuesta (Montgomery, D.C., 2003).

Andlisis proximal. Al realizar el andlisis de regresion, la Unica variable que se
mostré significativa (P<0.05) fue la proteina en su forma lineal de X, (Soya)
mostrando una relacion directamente proporcional con la variable de respuesta
(Figura 2). El modelo tuvo una R? de 0.90, lo que indica que el 90% de la
variabilidad de los datos obtenidos puede ser explicada por el modelo (Tabla
11).

Las variables de humedad, grasa y ceniza no se encontraron
significativas (P>0.05), por lo cual la variable de respuesta proteina fue la
determinante para el modelo seleccionado para la composicion proximal de las

salchichas de calamar.

Andlisis fisicoquimicos. En la Tabla 12 se muestra los modelos de regresion
para cada variable de los andlisis fisicoquimicos. Las variables que se
encontraron significativas fueron: CRA, dureza, elasticidad, EC y PD.
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Tabla 11. Modelos predictivos obtenidos por superficie
salchichas de calamar gigante.

de respuesta para el analisis proximal de las

VARIABLES R° Bo B1X1 B,X> B11X:” BooX,” B12X12
HUMEDAD 0.622 79.638 -0.478 -0.509 -0.308 -0.323 -0.378
(<.0001%) (0.159) (0.096) (0.363) (0.214) (0.295)
GRASA 0.402 1.658 0.013 -0.008 -0.026 0.001 -0.134
(0.0094%) (0.886) (0.924) (0.796) (0.991) (0.099)
PROTEINA 0.900 9.292 -0.064 0.400 -0.077 -0.063
(<.0001%) (-0.31) (0.0001%) (-0.26) (-0.21)
CENIZA 0.344 2.292 -0.015 0.006 0.058 0.071 0.003
(0.0001%) (0.783) (0.896) (0.250) (0.209) (0.957)

Bo= Intercepto

B, X;= Coeficiente de regresion lineal para X; (almidon).

B,X,= Coeficiente de regresion lineal para X, (soya).
B,,X,° = Coeficiente de regresién para el término cuadratico de X;
B,,X,> = Coeficiente de regresion para el término cuadratico de X,
B1,X;, = Coeficiente de regresion para la interacciéon de los factores.

Entre paréntesis se muestra la probabilidad asociada a cada coeficiente estimado del modelo
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Figura 2. Gréfica de superficie de respuesta del efecto de Almidén y Soya
sobre el contenido de proteina de las salchichas de calamar.
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Tabla 12. Modelos predictivos obtenidos por superficie de respuesta para las caracteristicas fisico-
guimicas de las salchichas.

VARIABLES R? Bo B1X; B,Xo B11X:? B oX52 B12X12
aw 0.714 0.940 -0.0004 0.005 0.004 -0.0003 -0.006
(<.0001%) (0.854) (0.0375) (0.152) (0.855) (0.069)
pH 0.483 6.575 -0.029 -0.016 -0.015 0.084 -0.014
(<.0001%) (0.585) (0.729) (0.790) (0.078) (0.816)
CRA 0.839 79.780 2.604 1.603 -1.524 -1.550 1.036
(<.0001%) (0.011%) (0.045%) (0.094) (0.035%) (0.248)
P.D 0.729 4.608 0.000 -0.072 0.266 0.091
(<.0001%) (0.999) (0.242) (0.005%) (0.247)
ELASTICIDAD 0.635 77.122 1.649 -0.602 0.705 -0.084 3.078
(<.0001%) (0.172) (0.539) (0.430) (0.942) (0.040%)
COHESIVIDAD 0.257 30.717 0.558 3.352 1.405 0.232 1.073
(0.086) (0.858) (0.243) (0.569) (0.943) (0.757)
DUREZA 0.822 -0.190 0.306 0.362 -0.097 0.178
(0.699) (0.015%) (0.003%) (0.362) (0.140)
EC 0.722 0.025 0.009 0.026 -0.006 0.010
(0.561) (0.268) (0.007%) (0.499) (0.146)

Bo= Intercepto

B1X;= Coeficiente de regresion lineal para X, (almidén).

B,X,= Coeficiente de regresion lineal para X, (soya).
B,,X,° = Coeficiente de regresion para el término cuadratico de X;
B,,X,> = Coeficiente de regresion para el término cuadratico de X,
B1,X1, = Coeficiente de regresion para la interaccion de los factores.

Entre paréntesis se muestra la probabilidad asociada a cada coeficiente estimado del mode
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CRA. Para la capacidad de retencion de agua se encontr6 un modelo con
efecto significativo (P<0.05) de la forma cuadratica X,°, observandose un
incremento positivo sobre la forma lineal y un decremento en la forma
cuadratica sobra CRA (Figura 3), contribuyendo en mayor proporcion X1, con un
coeficiente de regresion mas alto (2.604) y una probabilidad menor (0.011). La
R? estimada fue de 0.839, por lo que el modelo explica el 83.9% de la varianza

de esta variable de respuesta.

Textura. Las variables dureza, elasticidad mostradas por el APT y EC, son las
que resultaron significativas (P<0.05). Para el caso de dureza, el modelo incluyé
el efecto lineal de X; (almidén) y X, (soya), contribuyendo en mayor proporcion
X2 (3.62) con una probabilidad menor (0.003), y este modelo presenté un
coeficiente de determinacion de 0.82, lo que reafirma que estos ingredientes
contribuyen a mejorar la textura de este producto (Figura 3). La elasticidad tuvo
un efecto significativo de la interaccion X;*X, (almidon*soya), misma que
contribuye positivamente, es decir el efecto interactivo indica que el efecto del
almidon sobre la elasticidad es dependiente del contenido de soya (Figura 4).
Sin embargo este modelo solo explico en un 63.5% la variabilidad de los datos,
por lo que no se considera un buen predictor. Por altimo, el esfuerzo al corte se
vio influenciado por la forma lineal de X, (soya) con una relacién positiva (Figura

4), explicando el modelo en un 72.2% la variabilidad de los datos.

En cuanto a la prueba de doblado se mostro efecto (P<0.05) de la forma
cuadratica de almidén X:?, con una relacién positiva. El modelo explicé en un
74.9% la variabilidad de los datos. Los efectos se pueden observar en la Figura
4.Por otro lado la variable cohesividad no fue afectada (P>0.05) por ninguna de

las formas lineales, cuadratica o interaccion de los factores estudiados.

Andlisis Sensorial. En la Tabla 13, se muestran la contribucion de los factores
sobre las variables de respuesta de evaluacion sensorial. La variable textura al
masticar fue afectada (P<0.05) por la forma lineal X, (soya), contribuyendo

negativamente. El modelo presenté una R*de 0.716. Esta relacion inversa de la
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Figura 3. Gréafica de superficie de respuesta para las variables
fisicoquimicas. Efecto de almidon y soya sobre la CRA (a) y la

dureza (b).

50



ALMIDON SOvA

3 35 4 45 53 55 0 B33 3 25 2 45

(b)

Figura 4. Grafica de superficie de respuesta para las variables
fisicoquimicas. Efecto de almidén y soya sobre Esfuerzo al
corte (a) y Prueba de Doblado (b).

51



Tabla 13. Modelos predictivos obtenidos por superficie de respuesta para la evaluacion sensorial de las

salchichas.
VARIABLES R® Bo B1X; B,Xo B11X:° BopX1? B12X12
APARIENCIA 0.504 6.820 0.430 -0.477 -0.258 0.277 -0.296
(0.0067%) (0.247) (0.153) (0.363) (0.485) (0.432)
COLOR 0.592 6.538 0.492 -0.500 -0.251 -0.518 0.535
(0.0128%) (0.235) (0.174) (0.546) (0.126) (0.244)
SABOR 0.440 6.007 0.536 -0.597 -0.195 -0.378 0.030
(0.0377%) (0.279) (0.179) (0.696) (0.325) (0.954)
TEXTURA AL MORDER 0.650 -1.107 3.846 -0.023 -0.430 -0.082 -0.093
(0.870) (0.207) (0.989) (0.194) (0.722) (0.776)
TEXTURA AL
AT 0.716 9.024 -0.246 -0.75 -0.476 -0.074
(0.0001%) (0.344) (0.0089%) (0.104) (0.708)

Bo= Intercepto

B, X;= Coeficiente de regresion lineal para X; (almidon).
B,X,= Coeficiente de regresion lineal para X, (soya).
B,,X,° = Coeficiente de regresién para el término cuadratico de X;
B,,X,> = Coeficiente de regresién para el término cuadratico de X,
B1,X;, = Coeficiente de regresion para la interacciéon de los factores.
Entre paréntesis se muestra la probabilidad asociada a cada coeficiente estimado del modelo
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Figura 5. Gréfica de superficie de respuesta para la evaluacion sensorial.
Efecto de almidon y soya sobre la textura al masticar.
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soya con el parametro de textura al masticar, es debido a que los panelistas
detectaron en 2 puntos centrales puntuaciones mas altas (es decir textura
blanda) y en los otros 2 puntos centrales las calificaron con una textura ideal.
Por otro lado el efecto de sabor, color, apariencia y textura al morder, no se

vieron afectados (P>0.05) por la presencia de los factores.

Respuesta Optima

Debido a que algunas variables no se presentaron en los mismos niveles de los
factores, se seleccionaron algunos parametros de mayor influencia para la
textura del producto, ademas de descartar los modelos que se mostraron
significativos y que la R? que presentaron fue inferior a 0.70. Las variables
seleccionadas fueron proteina, CRA, textura al masticar, dureza y EC. Es
importante hacer mencion que los niveles Optimos para algunas variables
afectaban la respuesta Optima de otras variables, por lo que se opt6 por colocar
en los puntos centrales los factores y observar la respuesta en cada uno de los
modelos que se seleccionaron como predictivos. En las figuras 6 y 7 las lineas
verticales en rojo indican la solucién éptima para almidén y soya (valor debajo
de la figura) y las lineas horizontales rojas condiciones Optimas de las variables
de respuesta (valor a un costado de la figura). Se puede ver que se logré un
equilibrio en las variables mostrando una respuesta tecnoldégicamente
aceptable, por lo que se decidi6 tomar esas condiciones como Optimas para
nuestro producto y realizar una validacion de la formulacién para corroborar que

efectivamente se obtendra un producto con las caracteristicas predichas.

Validacién del Modelo Predictivo

Con el fin de comprobar la validez del modelo, se utilizaron las condiciones
optimas de la formulacién que se obtuvieron mediante la manipulacién de los
perfiles predictivos del modelo obtenido. La verificacion del modelo para las
variables respuesta se llevd a cabo mediante una prueba de “t” pareada a un

nivel de significancia de P<0.05. En la tabla 14 se puede observar que a
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Figura 6. Perfiles de prediccién de respuesta Optima para los niveles de
almidén y soya en los puntos centrales para proteina, EC y
textura al masticar.
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Figura 7. Perfiles de prediccién de respuesta 6ptima para los niveles de
almiddén y soya en los puntos centrales para dureza, CRAy PD.
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Tabla 14. Valores predichos y experimentales del modelo.

Valores

Variables Predichos Experimentales
Proteina 9.71 10.04
CRA 94.5 95.31
Dureza 1.83 1.9

EC 0.11 0.11
Textura al masticar 6.45 6.4
Prueba de doblado 4.482 4.83°

Diferente literal en la misma fila indica diferencias significativas (P<0.05).



excepcion de la prueba de doblado, las demas variables de respuesta (proteina,
dureza, CRA, EC y textura al masticar) no presentaron ninguna diferencia
(P>0.05) entre los valores predichos por los modelos y lo obtenido
experimentalmente, lo que conduce a decir que las condiciones Optimas
obtenidas son las adecuadas mejorar las caracteristicas fisico-quimicas y

sensoriales de este producto.
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Conclusiones Etapall

En general, se encontré que la forma lineal X, (soya) fue el efecto que
mas contribuyd, ya sea aumentando o disminuyendo las respuestas,
evidenciandose en el analisis proximal, fisicoquimicos y sensoriales.

Los perfiles de prediccibn de respuesta Optima para los niveles de
almiddén y soya en la salchicha de calamar, fueron determinados por las
variables de respuesta: proteina, CRA, EC, dureza y textura al masticar.
Todas las variables seleccionadas fueron llevadas a los puntos centrales
del disefio sin afectar el producto tecnol6gicamente, tomando asi como

Optimo estos niveles de los factores.
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Etapa II: Eleccién de Antimicrobiano Natural

Composicion Proximal

La humedad de las formulaciones al dia cero sus valores oscilaron entre
75.44%-76.34% (Tabla 15). Los valores se encuentran por encima (70%) de lo
recomendado por la norma mexicana NMX-F-065-1984 y por lo reportado para
salchichas provenientes de productos carnicos (Jimenez-Colmero et al., 2010),
sin embargo, la humedad de este producto concuerda con lo reportado en
estudios previos para salchicha de calamar cuyo valor de humedad fue 75.76%
(Felix-Armenta et al., 2009). Cabe hacer mencidén que las salchichas que se
ajustan a lo recomendado por la norma mexicana, provienen de materia prima
de especies tradicionales (porcinos, avicolas, etc.), cuya humedad oscila de 70
a 78%. Estudios previos muestran que la humedad de muasculo de calamar
puede ser mayor a las materias primas de referencia y que pueden variar de
81% a 86% (De la Fuente-Betancurt et al., 2009; Félix-Armenta et al., 2009) por
tanto valores altos de humedad en la materia prima pueden reflejar mayores
contenidos de humedad en el producto terminado.

La proteina de las formulaciones fueron de 10.94 a 11.52% (Tabla 15).
Estos valores concuerdan con lo reportado por Félix-Armenta et al. 2009
encontrandose por debajo de lo reportado para salchicha de atlin con carne de
res (15%) y salchicha de cachama (Colossoma macropomum) con res (13%)
(Garcia et al., 2005; Izquierdo et al., 2007) sin embargo, los valores estan por
encima de los recomendados por la NMX-F-065-1984 para salchichas (9.5%).
Es importante mencionar que en un estudio realizado por la PROFECO (2005)
se observaron valores minimos de hasta 5.8% de proteina en salchichas
comerciales, siendo inferiores a lo reportado por este estudio. Por lo tanto este
contenido de proteina de la salchicha de calamar la hace competitiva

nutricionalmente.

El contenido de grasa se encontr6 entre 2.09%-2.77% (Tabla 15)
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Tabla 15. Composicién proximal de formulaciones de salchicha de
calamar por efecto del antimicrobiano.

] Citrol-K Citrol-K
Andlisis Salchicha control Nisina Nisina Ultra®  Ultra® EEM

validacion 5ppm 8ppm 375 ppm 500 ppm

Humedad (%)  76.16 76.20 75.69 75.44  75.12 76.34 0.08

Proteina (%) 10.04 10.94 1145 11.46 1152 11.07 0.11
Grasa (%) 2.42 209 275 242 2.40 2.77 0.09
Cenizas (%) 2.85 267 261 2.69 2.84 2.68 0.05

g)z)rbor”dratos 8.53 808 7.65 7.47 750 841

Los valores corresponden a la media. EEM: error estandar de la media.
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mostrandose muy por debajo de lo que muestran los limites permitidos (25%),
por lo que este producto puede considerarse “bajo en grasa” de acuerdo con la
NOM-086-SSA1-1994. Es importante resaltar que el calamar tiene un contenido
muy bajo de grasa y la grasa presente en estas formulaciones es el aportado
por los ingredientes, considerandose un punto nutricional favorable para este
producto de valor agregado en estos tiempos actuales donde el consumidor
prefiere alimentos bajos en grasa. El contenido de ceniza varié de 2.61%-2.84%
(Tabla 15), estos resultados corresponden con lo reportado por (Félix-Armenta
et al., 2009).

Evaluacion Microbiolégica

Los resultados, desde el punto de vista microbioldgico de salchichas de calamar
gigante mostraron un producto muy estable e inocuo durante 35 dias de
almacenamiento. Las bacterias aerobias (mesofilos y psicrofilos) muestran que
el tratamiento Nisina (8 ppm) se encontré dentro de los limites permisibles
(5log) por las normas (NOM-129-SSA1-1995), siendo las bacterias mesdfilas las
que mostraron el punto de corte al dia 35 de almacenamiento (Figura 8 y Figura
9), mientras que los demas tratamientos alcanzaron su punto de corte al dia 28.
Estos resultados demuestran que nisina (8 ppm) puede ser un tratamiento
efectivo para prolongar la vida de anaquel de salchichas de calamar comparado
con los resultados reportados por Félix-Armenta et al. (2009), en el cual el
producto tuvo una vida de anaquel por debajo de 21 dias de almacenamiento.
Raju et al. (2003), aplico diferentes concentraciones de nisina (12.5 ppm, 25
ppm y 50 ppm) en salchicha de pescado y logré extender a 60 dias su vida de
anaquel. Los tratamientos formulados con nisina para salchicha de calamar
presentaron una tendencia estable a través del tiempo, con esto se reafirma
gue la nisina es un antimicrobiano que en cantidades correctas es suficiente
para disminuir y mantener estable (efecto bacteriostatico) la poblacién de
psicrofilos Gram positivos (Mossel et al.,, 2003). Por otro lado, aunque los
aceites esenciales citricos tienen una actividad inhibitoria efectiva (Viuda-Matos

et al., 2008; Fisher y Phillips, 2006), las concentraciones seleccionadas para el

62



500 fmsssmsmss s s s s m s ms s m

8.00 -

3 7.00 -

o i

S 6.00

L

)

(73]

S 4.00 -

‘2 3.00 -

(]

€ 200 -

(%))

o

§ 1.00 -

g 0.00

@ 0 7
== Control

Citrol-K Ultra® (375 ppm)

14 21 28 35 42
Dias de almacenamiento (0-4°C)

—+—Nisina (5 ppm) —&—Nisina (8 ppm)
Citrol-K Ultra® (500 ppm)

Diferente literal indican diferencias (P<0.05) por efecto del tratamiento.

Figura 8. Comportamiento de las bacterias mesoéfilas (media + error estandar de log de UFC/g) en
salchichas de calamar durante su almacenamiento.
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Figura 9. Cambios en la poblacién de bacterias psicrofilas (media de log de UFC/g) en salchichas de
calamar durante su almacenamiento en refrigeracion.
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presente estudio no lograron tener el efecto inhibitorio esperado para productos
tipo salchicha de calamar. En la Figura 10, se puede observar que todos los
tratamientos tuvieron un efecto (P<0.05) bacteriostatico sobre las bacterias
acido lacticas, sin embargo el tratamiento nisina (8 ppm), fue el que logré tener
una mejor inhibicion con respecto a los deméas. Todos los tratamientos
mostraron menor crecimiento de este tipo de bacterias que el control. El conteo
de BAL estuvo por debajo de lo reportado en estudios para salchicha de
calamar a 21 dias de almacenamiento, (Félix-Armenta et al., 2009). Este mismo
comportamiento se observé con respecto a lo reportado (10° y 10® UFC/g) en
pescado empacado al vacio y ahumado por Lyhs, 2002. Lo que sugiere que
nisina a 8 ppm puede ser un antimicrobiano de eleccién para este tipo de

producto.

Evaluacion Fisico-quimica de las Salchichas

pH. El pH de los tratamientos y del control no mostraron diferencias (P>0.05).
Estos valores (6.21-6.27) muestran estabilidad del producto durante el
almacenamiento (Figura 11), misma estabilidad que concuerda con lo reportado
para los valores de pH 6.0-6.2 por Félix-Armenta et al. (2009). Contrario a los
resultados del presente estudio, Raju et al. (2003), observaron diferencias de
las salchichas con nisina vs control, observando una caida marcada del pH al

dia 30 de almacenamiento para el caso del control.

Actividad de Agua (a,). Para la a, los antimicrobianos lograron reducir este
parametro (P<0.05) con respecto al control (a, =0.97), durante todo el
almacenamiento como se muestra en la Figura 12. Estos valores del control
concuerdan con los reportado por Vallejo-Cordoba et al. (1987) (a,=0.97) y
Lecomte y Zayas (1993) (an=0.97-0.99), para salchicha de pescado y de res
con hidrolizado de soya respectivamente, sin el uso de antimicrobianos, por lo
gue se puede asumir que el uso de los antimicrobianos redujo la a, en las

salchichas de calamar.
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Figura 10. Cambios en la poblacion de bacterias acido lacticas (media de log de UFC/g) en salchichas de
calamar durante su almacenamiento en refrigeracion.
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Figura 11. Porcentaje de pH (media + error estandar) de salchichas de calamar durante su
almacenamiento en refrigeracién.
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Figura 12. Actividad de agua (media + error estandar) de salchichas de calamar durante su

almacenamiento en refrigeracion.
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Conclusiones Etapalll

Los antimicrobianos naturales seleccionados no tuvieron efecto en el
parametro de pH, sin embargo redujeron los niveles de ay,.

Nisina y Citrol-K Ultra® redujeron el crecimiento bacteriano, siendo nisina
a 8 ppm el tratamiento mas efectivo en mantener la inocuidad del
producto durante 35 dias, especificamente las bacterias mesoéfilas las
gue determinaron el punto de corte.

Este estudio sugiere que la nisina en concentraciones de 8 ppm, es una
opciébn de antimicrobiano natural que puede tener aplicacion en la
produccion de salchichas de manto de calamar gigante para generar un

producto de calidad y vida de anaquel prolongada.
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Etapa Ill: Vida de Anaquel de Salchicha de Calamar

Composicion Proximal

Estos analisis se realizaron con la finalidad de conocer la composicion proximal
inicial de los dos tratamientos (control y nisina 8 ppm) al dia cero, la cual se
muestra en la Tabla 16. En ella se puede observar que se obtuvieron valores
similares (P>0.05) entre el control y la nisina 8 ppm a excepcion de la ceniza la
cual resultoé con un valor ligeramente més alto en el control (P<0.05). Asi mismo
es importante hacer notar que la composicion proximal para esta etapa es
similar a la obtenida durante la validacion y la reportada en la etapa Il donde fue

seleccionado el antimicrobiano (Tabla 15).

Humedad. De la composicion proximal, la humedad fue el Gnico parametro
evaluado durante el periodo de almacenamiento. Su comportamiento se
muestra en la Figura 13, observandose similar (control y nisina 8 ppm) hasta el
dia 21, después de este dia el control present6 una disminucién en el contenido
de humedad resultando diferentes (P<0.05) al dia 42 de almacenamiento, por lo
gue la nisina 8 ppm mantiene estable la humedad durante todo el periodo en

refrigeracion.

Evaluacion de pH

En productos terminados el pH tiene influencia sobre algunas propiedades
como de la capacidad de retencion de agua, asi como en el crecimiento de
microorganismos (Badui, 1999). Los valores de pH se mantuvieron estables
hasta el dia 14 seguido de una acidificacion por parte del tratamiento control lo
que resulté diferente (P<0.05) mostrando un pH de 6.35 versus 6.43 del
tratamiento con nisina (Figura 14). En la investigacion realizada por Raju et al.
(2003) se mostré un comportamiento similar, el tratamiento con nisina a
diferentes concentraciones (12.5, 25 y 50 ppm) no afect6 este parametro

mostrando estabilidad durante el almacenamiento, mientras que en el
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calamar.

Analisis Control Nisina 8 ppm EEM
Humedad (%) 75.342 75.53° 0.270
Proteina (%) 10.6 10.53 0.020
Grasa (%) 2.3 2.25 0.007
Cenizas (%) 2.772 2.64° 0.005
Carbohidratos 8.99 9.05

(%0)

Los valores corresponden a la media. EEM: error estdndar de la media.

Tabla 16. Composicién proximal de formulaciones de salchicha de
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Figura 13. Cambios en el contenido de humedad (media + error estandar) de salchichas de calamar

durante su vida de anaquel en refrigeracion (2-4°C).
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Figura 14. Cambios en el pH (media + error estandar) de salchichas de calamar durante su vida de

anaquel en refrigeracion (2-4°C).
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tratamiento control el pH decrecio de 6.8 a 6.20, por lo que con este trabajo se
evidencia que nisina a 8 ppm es suficiente para evitar la caida de pH durante el

almacenamiento en refrigeracion de las salchichas de calamar.

Evaluacion de Actividad de Agua (aw)

El monitoreo de la actividad de agua reflejé la estabilidad de las salchichas de
calamar durante su almacenamiento, mientras los valores de a, se acerquen a
1 el producto serd mas inestable (Badui, 2006). En el presente estudio, se
encontraron diferencias (P<0.05) entre a,, del tratamiento nisina 8 ppm (0.93) y
el control (0.97). En la Figura 15, se observé que el tratamiento con nisina
reduce significativamente la a,, este mismo comportamiento se habia
observado en la etapa Il (Figura 10). Lo que se podria traducir en que las
salchichas con nisina presentan menor susceptibilidad al crecimiento
microbiano lo cual se corroboré en las evaluaciones microbioldégicas que se

muestran a posterior en los resultados de esta etapa.

Evaluacion de Capacidad de Retencion de Agua

Una de las propiedades funcionales mas utilizadas en la tecnologia de
alimentos, es la CRA. Esta indica la cantidad de agua retenida por proteina
después de filtrar y aplicar presion o fuerza centrifuga (Borderias y Montero,
1988). Este pardmetro se mostrd estable durante el almacenamiento (Figura
16), observandose diferencias (P<0.05), presentando mayor CRA el tratamiento
con nisina que la observada para el control donde se muestra una disminucién
en los Udltimos dias de almacenamiento, misma disminucién que se puede

relacionar con el descenso en los valores observados en el parametro de pH.
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Figura 15. Cambios en actividad de agua (media + error estandar) de salchichas de calamar durante su
vida de anaquel en refrigeracion (2-4°C).
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Figura 16. Porcentaje de capacidad de retencién de agua (media + error estandar) de salchichas de
calamar durante su vida de anaquel en refrigeracion (2-4°C).
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Evaluaciéon de Textura

Los valores arrojados por el APT (dureza, cohesividad y elasticidad) se
mantuvieron constantes (P>0.05) durante todo el almacenamiento (Figura 17,
18, 19). Estos resultados son muy favorables debido a que los ingredientes
elegidos para la optimizacion de la formula permiten que este parametro no se

vea afectado durante la vida de anaquel.

Estevez, (2006) y Dincer y Claki, (2010), observaron en salchichas
frankfurter adicionadas con antimicrobianos naturales, que al final del
almacenamiento hay una disminucion de la dureza, lo que atribuyeron a la
relacion que existe con la perdida de humedad que sufrié el producto. Aunque
en las salchichas de calamar se observo una disminucion de la humedad, esta

ultima no afecté la dureza del producto.

En el caso del esfuerzo al corte las salchichas de calamar mostraron
estabilidad durante el almacenamiento para ambos tratamientos (Figura 20), sin
embargo se lograron observar diferencias (P<0.05) entre los tratamiento con
nisina (0.13 kgge/g) y control (0.11 kge/g), no obstante estas diferencias no son
relevantes desde el punto de vista tecnolégico. Contrariamente a lo reportado
por Félix-Armenta et al. (2009), los valores de EC fueron decreciendo durante el
almacenamiento, siendo el parametro de textura mas afectado de este producto

durante su estudio.
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Figura 17. Valores de dureza (media + error estandar) de salchichas de calamar durante su
almacenamiento en refrigeracién (0-4 °C).
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Figura 18. Porcentaje de cohesividad (media + error estandar) de salchichas de calamar durante su

almacenamiento en refrigeracion.
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Diferente literal indican diferencias (P<0.05) por efecto del tratamiento.

Figura 19. Porcentaje de elasticidad (media + error estandar) de salchichas de calamar durante su
almacenamiento en refrigeracion.
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Figura 20. Valores de esfuerzo al corte (media + error estandar) de salchichas de calamar durante su

almacenamiento en refrigeracién (0-4 °C).
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Analisis de Color

En la Tabla 17 se muestran los cambios de color interno de salchicha de
calamar durante el almacenamiento. Para el parametro de luminosidad (L*) se
observaron diferencias (P<0.05) entre tratamiento y control, siendo el control el
que mostré cambios mas marcados al disminuir su luminosidad durante el
almacenamiento en refrigeracion. Para el pardmetro a* (rojo-verde) el
tratamiento con nisina resultd con valores mayores (P<0.05) versus el control,
pero ambos productos se ubicaron en el rango positivo de a*, es decir, en
tonalidades rojizas. Se ha reportado que la integridad estructural del alimento, el
contenido, la disposicion de pigmentos, asi como la disponibilidad de agua en la
superficie influyen directamente en este parametro (Fernandez-Lopez et al.,
2005). En el parametro b* (amarillo-azul) no se mostraron diferencias (P>0.05)

durante el almacenamiento.

En la Tabla 18, se muestran los cambios de color externo de las
salchichas de calamar durante los 42 dias de almacenamiento. Se observa que
la luminosidad (L*) y para el pardmetro b* externo de la salchicha de calamar se
mantuvo estable durante el almacenamiento para ambos casos del control y el
tratamiento con nisina, no se observaron diferencias (P>0.05). Para el
pardmetro a* resulté diferente (P<0.05) el tratamiento con respecto al control,
ya que este Ultimo presenté una disminucién en su valor durante el

almacenamiento.

Con respecto al angulo de matiz (e) tanto para el color interno como para
el color externo el control obtuvo valores mas altos (P<0.05) (77.37 y 77.57) que
el tratamiento con nisina de (75.51 y 75.69). Con estos resultados el producto

se ubica el cuadrante | (rojo-amarillo) de la esfera cromética de color.
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Tabla 17. Cambios de color interno de formulaciones de salchicha de calamar

Dias de almacenamiento

Parametro Muestra
L* Control®

Nisina (8 ppm)°
a* Control®

Nisina (8 ppm)°
b* Control

Nisina (8 ppm)
Angulo de matiz Control®
Nisina (8 ppm)°

0
77.86
77.78
4.59
4.50
18.29
18.57
75.91
76.39

5
78.75
78.77
4.52
4.70
18.93
18.31
76.58
75.11

7
78.26
78.64
4.18
4.66
17.78
15.34
76.77
75.19

14
80.34
79.44
4.33
4.66
17.84
18.25
76.38
75.68

21
79.04
78.29
3.77
4.54
17.77
17.35
78.03
75.34

28
77.84
78.29
3.79
4.43
17.65
17.61
77.89
75.87

35
76.57
78.18
3.88
4.64
17.31
17.74
77.35
75.33

40
76.74
77.5
3.45
4.58
17.66
17.51
78.97
75.35

43
77.27
78.08
3.12
4.73
17.28
17.57
79.75
76.17

Los valores corresponden a la media. Diferente literal indican diferencias (P<0.05) por efecto del tratamiento.
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Tabla 18. Cambios de color externo de formulaciones de salchicha de calamar

Dias de almacenamiento

Parametro Muestra
L* Control

Nisina (8 ppm)
a* Control?

Nisina (8 ppm)°
b* Control

Nisina (8 ppm)
Angulo de matiz Control®
Nisina (8 ppm)°

0
74.85
74.99
5.44
5.21
22.74
22.24
76.55
76.82

5
75.51
76.18
5.68
5.57
22.69
22.03
75.94
75.8

E
76.55
76.16

5.28

5.34
20.49
21.42
75.55
75.83

14
77.97
77.52
5.22
5.60
22.6
22.28
76.99
75.9

21
75.00
75.69
4.57
5.59
21.72
21.17
78.11
75.2

28
76.33
75.66
4.40
5.73
21.86
21.39
78.61
75.01

35
74.39
75.68
4.56
5.41
20.9
21.47
77.69
75.86

40
75.47
75.35
4.10
5.59
20.53
21.12
78.71
75.17

43
75.79
75.43
4.43
5.58
21.30
21.46
78.25
75.43

Los valores corresponden a la media. Diferente literal indican diferencias (P<0.05) por efecto del tratamiento.

84



Evaluacion Microbiolégica de Crecimiento de Mesofilos y Psicrofilos

Los resultados desde el punto de vista microbiologico de salchichas de calamar
gigante demuestran un producto muy estable e inocuo durante 42 dias de
almacenamiento. Las bacterias aerobias mesofilas muestran que el tratamiento
(nisina 8 ppm) logré controlar el crecimiento de estas bacterias y las mantuvo
dentro de los limites permisibles (5log) establecido por la norma (NOM-129-
SSA1-1995) hasta el dia 40 de almacenamiento, mostrando mayor (P<0.05)
vida de anaquel que el control, teniendo éste ultimo el punto de corte justo
antes del dia 28 de almacenamiento (Figura 21). Estos resultados corroboran lo
observado en la Etapa Il, donde el tratamiento con nisina 8 ppm prolongé la
vida de anaquel de salchichas de calamar versus el control.

Para el caso de las bacterias psicrofilas es importante aclarar que las
normativas mexicanas no han establecido los niveles maximos permisibles, sin
embargo es de gran importancia el monitoreo de estas bacterias, las cuales en
conjunto con los mesofilos son indicadores de deterioro de los alimentos
(Pierson y Smoot, 2001). En la Figura 22 se observa el comportamiento de las
bacterias psicréfilas sobre las salchichas de calamar durante su
almacenamiento. Se observd un comportamiento similar a las bacterias
mesodfilas mostrando diferencias (P<0.05) entre los tratamientos. De igual forma
las salchichas tratadas con nisina 8 ppm se mantuvieron dentro de los limites
permisibles para bacterias aerobias (5 log) hasta el dia 40 de almacenamiento,

mientras que para el control su punto de corte fue justo antes del dia 28.

Crecimiento de Bacterias Acido LActicas.

Las bacterias lacticas son frecuentemente asociadas con el deterioro de la
mayoria de las carnes procesadas por calor, cuya presencia puede generar
cambios fisicos y sensoriales, como por ejemplo acidez del producto
(disminucion de pH), produccién de gas, produccion de pelicula cremosa y
drenaje de liquido (De Barros et al., 2010; Borch et al., 1996). En la Figura 23,
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Figura 21. Cambios en la poblacion de bacterias mesofilas (media de log de UFC/g) en salchichas de
calamar durante su almacenamiento en refrigeracion.
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Bacterias Psicrofilas UFC/g (log10)
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Figura 22. Cambios en la poblacién de bacterias psicrofilas (media de log de UFC/g) en salchichas de
calamar durante su almacenamiento en refrigeracion.
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Figura 23. Cambios en la poblacion de bacterias acido lacticas (media de log de UFC/g) en salchichas de
calamar durante su almacenamiento en refrigeracion.
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se puede observar que hubo diferencias significativas (P<0.05) entre el
tratamiento y el control. La nisina 8 ppm logré controlar este grupo de bacterias
durante los 42 dias de almacenamiento, mostrandose muy por debajo de lo
reportado en estudios previos de salchicha de calamar el cual presenté un
tiempo de almacenamiento de 21 dias de almacenamiento, (Félix-Armenta et
al., 2009). En la evaluacién de pH se habia observado un descenso marcado de
este parametro por parte del tratamiento control entre los dias 14-21 de
almacenamiento, mismo que se asocia con el incremento de las bacterias acido
lacticas, y el haber controlado el pH con el tratamiento con nisina, esto sugiere

ser un antimicrobiano de eleccién para este tipo de producto.

Coliformes Totales

Los coliformes, son un grupo de microorganismos de importancia, que nos van
a indicar las condiciones sanitarias durante el procesamiento y almacenamiento
del producto en cuestién (Pascual y Calderén, 1999). En la Figura 24 se
observa que ambos casos se mantuvieron los indicadores de higiene bajo las
normas oficiales durante todo el almacenamiento. El tratamiento con nisina fue
mas efectivo (27 NMP/q), reflejando un producto estable e inocuo durante 42
dias de estudio, mientras que el control aunque incrementd el contaje para
coliformes, se mantuvo dentro de los limites (<230 NMP/g) hasta el dia 40 de
almacenamiento (NOM-129-SSA1-1995). Por otro lado los coliformes fecales
(Figura 25) se mantuvieron por debajo del limite permisible, durante todo el
almacenamiento y reflejaron valores por debajo de 5 NMP/g. Estos resultados
nos muestran las buenas practicas de produccion e higiene durante el

procesamiento y almacenamiento de las salchichas de calamar.

Microorganismos Patégenos

Los productos procesados listos para el consumo deben estar exentos de

microorganismos patégenos. En la Tabla 19, muestra que los microorganismos

89



500
450
400
350
300
250
200
150
100
50
0

Coliformes Totales (NMP/qg)

] A

| 3 3 ¢

i &

ii | & 1% - = = 4./. B

0 7 14 21 28 35 42 49

Dias de almacenamiento (0-4°C)

<& Control —&—Nisina (8 ppm)

Diferente literal indican diferencias (P<0.05) por efecto del tratamiento

Figura 24. Cambios en la poblacion de Coliformes Totales (media de log de UFC/g) en salchichas de
calamar durante su almacenamiento en refrigeracion.
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Figura 25. Cambios en la poblacion de coliformes fecales (media de log de UFC/g) en salchichas de
calamar durante su almacenamiento en refrigeracion.
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Tabla 19. Microorganismos patdogenos en formulaciones de salchicha de

calamar.

Microorganismo
patégeno

Staphylococcus aureus
Salmonella ssp
Listeria monocytogenes

Muestras
Control Tratamiento
Ausente Ausente
Ausente Ausente
Ausente Ausente
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patdgenos evaluados para la salchicha de calamar, resultaron negativos

(Staphylococcus aureus, Salmonella spp y Listeria monocytogenes).

Anélisis Sensorial

A continuacion se muestran los resultados obtenidos de la prueba de
diferencias del tratamiento (nisina 8 ppm) contra el control, esta prueba se
aplicé para los primeros 21 dias de almacenamiento en refrigeracion de las
salchichas de calamar. En los muestreos correspondientes al dia 28-40 se
modifico la prueba a una andlisis de aceptacion, calificando los mismos
pardmetros contemplados anteriormente (color, olor, sabor, apariencia y
textura) y evaluado por el mismo panel (grupo de 8 persona entrenadas), esto
debido a que segun los datos microbiolégicos cortaron la vida de anaquel del
control, una vez que este superé los limites permitidos (dia 28). La finalidad del
cambio de prueba sensorial, fue para saber el nivel de aceptacion del
tratamiento (salchicha con antimicrobiano), si bien microbiolégicamente seguian
dentro de los limites permisibles era importante saber qué porcentaje de

aceptacion conservaba.

Para la prueba de diferencias, se consideraron valores de 0-1.75= sin
cambio, de 1.75-3.5= con cambios de intensidad y valores mayores a 3.5= fuera
del rango normal (deterioro). Los parametros evaluados (color, olor, sabor,
apariencia y textura) hasta el dia 21 de almacenamiento cayeron en el rango de
0-1.75 (sin cambio) (Figura 26). Sin embargo, se lograron observar diferencias
(P<0.05) de los parametros de olor, color y apariencia total, siendo el dia 21 el
gue marco la diferencia de control vs tratamiento con nisina. Como comentarios
de los panelistas se observd un aumento en el olor por parte del control

intensificando el olor a calamar y disminuyendo el olor a humo.

Para la prueba de aceptacion y rechazo en la Figura 27, en lineas

generales se puede observar un porcentaje de aceptaciéon fue alto (80-100%)
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Figura 26. Evaluacion sensorial de diferencias contra el control en
almacenamiento en

salchichas de calamar durante el
refrigeracion (2-4°C) durante 21 dias.
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Figura 27. Evaluacién sensorial de aceptaciéon y rechazo en salchichas de
calamar con nisina 8 ppm durante el almacenamiento en

refrigeracion (2-4°C) del dia 28 al 40.
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por parte de los panelistas en todos los parametros evaluados. Sin embargo el
color fue el que se mostr6 mas afectado (78.52-100%). Los comentarios
adicionales de los panelistas en esta prueba tendieron a sefialar un aumento en
la dureza de la textura de la salchicha, asi como en la intensidad del olor a

calamar.

Con ambas pruebas sensoriales se puede concluir que el control tuvo
aceptabilidad por parte de los panelistas durante su evaluacion (21 dias), asi
también se puede resaltar que las salchichas de calamar con antimicrobiano
tuvieron excelente aceptabilidad sensorial durante una vida de anaquel de 40

dias.
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Conclusiones Etapa lll

e Desde el punto de vista fisicoquimico las salchichas de calamar tratadas
con nisina se mantuvieron estables durante el almacenamiento. El pH y
ay fueron los pardmetros fisicoquimico determinante en el tiempo de
corte para tratamiento control.

e Microbiolégicamente las salchichas de calamar con antimicrobiano
natural se mantuvieron estables durante 40 dias de almacenamiento,
siendo las bacterias mesdfilas las que dictaron el punto de corte. No se
observaron presencia de microorganismos patdégenos durante los 42 dias
de almacenamiento.

e Sensorialmente las salchichas de calamar con antimicrobiano tuvieron
una alta aceptacion durante los 40 dias de almacenamiento,
considerandolo un producto de calidad, de gran aceptabilidad y

competencia para su comercializacion.
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CONCLUSION GENERAL

La incorporacién de nisina en concentraciones de 8 ppm logré prolongar hasta
40 dias las caracteristicas de calidad durante la vida de anaquel en
refrigeracion de un producto gel-emulsificado de calamar gigante (Dosidicus

gigas) optimizado con soya y almidén.
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Figura 28. Proceso de elaboracion de salchicha de calamar gigante (Dosidicus gigas).
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ANEXO 2

La primera Etapa de este trabajo fue presentado en el Congreso Internacional de Tecnélogos de Alimentos
(Institute of Food Technologist (IFT, por sus siglas en Ingles) Annual Meeting), realizado del 25 al 28 de Junio del

2012 en Las Vegas, Nevada, Estados Unidos. Se anexa el POSTER/CARTEL presentado.

ATION OF A JUMBO SQUID (Dosidicus &
MUSCLE GELLED-EMULSIFIED TYPE PRO

w Stocks of jumbo squid (Dosidicus gigas) in the Gulf of California are high, representing a grea hough most of their capture is dedicated for

to Asian with r P (hare has been an effort to develop value-added jumbo squid products such as fran! w can fill a nlche—n:\arket beneﬂcianng the productive chain involved
in its fishery. Previous di have d d the technol ibility for a gelled-emulsified type product (GETP) from jumbo squid muscle. . formula op! is d: Optil ion was conducted
by the Surface Response Methodology (SRM) with a factorial arrangemant 22 X1 (S(arch) X2 (Soy protein isolate)]. Twelve formulations were conducted developmg a sausage ) type pi and anal d

| and sensory were found for variables such as protein (9.6%), water holding capacity (94.5%), hardness (1 .83 Kgf/g), shear force (0.1
kgf/n). chcwmg (6.47) and foldlng test (4.48). belng the central point oftha desmn the rosponslble for formula optimization of a GETP from jumbo squid.
Results and Discussions

Objective Our objective was to optimize the previous GETP formula to improve its quality and shelf-life. Table 1. Proximate evaluation of ielled-emulslned ‘iﬁ iroduct

1-12. 76.00+1.3 1. 6000' 24 9.58+0.47 2.39+0.22

Table 2. Predlctlve models obtained by response surface of gelled-emulsified type product




ANEXO 3

La segunda Etapa de este Trabajo fue presentada en el V Congreso
SIMPCOPE (Simposio de Control de Calidad de Pescado. Por sus siglas en
portugués), del 19 al 21 de Junio del 2012, en Santos, Sao Paulo, Brasil. Se anexa en
POSTER/CARTEL presentado. El programa del evento puede ser consultado en el
siguiente link y el codigo del trabajo es 081.
http://www.simcope.com.br/resumos_aceitos.html.

<

\
\
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. <+ Los antimi i i not
gso.od . 7.00 efecto en los parametros de pH, y color, sin emb

S 40.00 \ c S &6.00 a duj los niveles de Aw y tuvieron efectos positivos
m\_/‘—. ‘S o z'gg II: en cohesividad y elasticidad.
30:.008 ~S— —— L U oS /_4 > < Nisina y Citrol-K Ultra reduj el
® 20.00 2 -E '5' 2.00 < bacteriano, siendo Nisina (8 ppm) el tratamlento mas
S 10.00 g g 1oo0 efectivo en lai idad del producto
o 7 14 21 28 35 42& g %°° 35 dias.
Diss de almacenmnients :_‘é o 7 14 21 28 35 42 ++ Este estudio sugiere que la nisina en concentraciones de
Dias dealmacenamiento. 8 ppm, es una opcién de antimicrobiano natural que
55 puede tener aplicacién en la produccion de frankfurter de
o 222 "a manto de cal gig: para g un producto de
B, o P idad vidade anacuel prolonad
g @4.00 b
g 300 BIBLIOGRAFIA
2.00
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o 7 14 2 28 35 422 oo00 - u Universidad de Guanajuato México. 2.- CORBO, R. M., SPERANZA, B., FILIPPONE, A.,
CONTE, A., SINIGAGLIA, M., DEL NOBILE, M. A. 2009. International Journal of Food
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ANEXO 4

El producto salchicha (frankfurter) de calamar gigante fue presentado al publico en una degustacion
durante el “FESTIVAL POPULAR DE LA CIENCIA”: Tejiendo lazos con la sociedad”. Este evento tuvo lugar el 10

de Marzo del 2012, en la explanada de la Plaza Bicentenario en Hermosillo, Sonora, organizada para el XXX

aniversario del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C.
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ANEXO 5

Formato Utilizado en Evaluacion Sensorial de la Etapa |

ANALISIS SENSORIAL DE SALCHICHAS DE CALAMAR

Nombre: Fecha:

INSTRUCCIONES: Marque con una X la escala que le asigne en cada una de las muestras
de acuerdo a la intensidad de percepcién. Pruebe galleta y consuma agua
antes de probar cada una de ellas.

COLOR | |
0 5 10
Me disgusta li me gusta e gusta Me gusta
disgusta poco \i disgusta poco mucho
APARIENCIA | |
TOTAL ! !
0 5 10
Me lisgusta me gusta 2 gusta Me gusta
disgusta )0CO i disgusta poco mucho
| |
SABOR
0 5 10
Me le disgusta Ni me gusta Me gusta Me gusta
disgusta poco Ni disgusta poco mucho
TEXTURA | |
AL MORDER ! !
0 5 10
Extremadamente Poco dura ideal Poco blanda Extremadamente
dura blanda
TEXTURA | |
AL MASTICAR | |
0 5 10
Extremadamente Poco dura ideal Poco blanda Extremadamente
dura blanda

Observaciones y/o Comentarios

Gracias Por Su Participacion
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Formato (a) Utilizado en Evaluacion Sensorial de la Etapa lll

ANALISIS SENSORIAL DE SALCHICHA DE CALAMAR-VA

Nombre:

Fecha: Muestra: H 99

INSTRUCCIONES: Marque con una X en la escala de acuerdo a la diferencia que exista del
atributo con respecto a la muestra control

7
Extremadamente
Diferentes

7
Extremadamente
Diferentes

7
Extremadamente
Diferentes

7
Extremadamente
Diferentes

OLOR |
0
Nada
COLOR
|
0
Nada
APARIENCIA ’
0
Nada
SABOR ’
0
Nada
TEXTURA
|
0
Nada

Observaciones y/o Comentarios

7
Extremadamente
Diferentes

Gracias Por Su Participacion
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Formato (b) Utilizado en Evaluacion Sensorial de la Etapa lll

ANALISIS SENSORIAL DE SALCHICHA DE CALAMAR-VA

Nombre: Fecha: Muestra: R 15

INSTRUCCIONES: Marque con una X para cada atributo si lo acepta o
rechaza

Caracteristica Acepta Rechaza Motivo del Rechazo

OLOR

COLOR

APARIENCIA

SABOR

TEXTURA

Observaciones y/o Comentarios

Muestra: PZO

Caracteristica Acepta Rechaza Motivo del Rechazo

OLOR

COLOR

APARIENCIA

SABOR

TEXTURA

Observaciones y/o Comentarios

Gracias Por Su Participacion
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