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OBTENCION DE CARNE DE CEFALOPODO (DOSIDICUS GIGAS)
TEXTURALMENTE MODIFICADA MEDIANTE SU TENDERIZACION CON PAPAINA

Ferrandis Rosell, A., Verd Amat, St., Grau Mel6, R1.
RESUMEN

El deterioro de las funciones masticatorias o de deglucidon es comun en algunos
grupos de personas, como en los ancianos, y afecta sus percepcionesy elecciones de
alimentos y su capacidad para comer. Pero este problema también esta presente en
segmentos poblacionales, que, por ser mas minoritarios, no dejan de ser importantes
como aquellos que presentan ciertos trastornos neurologicos o del sistema nervioso
provocados por distintas enfermedades (esclerosis mdltiple, parkinson, cancer,
accidentes cerebrovasculares, etc.).

Es porello que en el presente trabajo se ha evaluado la tenderizacion de la carne
del calamar gigante (Dosidicus gigas) mediante la aplicacion del enzima proteolitico
(Papaina). Esta carne es una buenafuente de nutrientes y contiene compuestos como
proteinas, acidos grasos insaturados, vitaminas A, B y D, aminoacidos esenciales y
otras biomoléculas importantes. Sin embargo, tiene una consistenciaduray pegajosay
es dificil ablandarlo, incluso después del almacenamiento y el calentamiento.

Para llevarlo a cabo, se utilizaron porciones congeladas comerciales de pota
(Dosidicus gigas) dado que estas presentan formas mas o menos regulares que,
posteriormente. se cortaron en porciones de aproximadamente 1.5 x 1.5 x 3 cm. Las
muestras fueron inoculadas con unasolucién (5% p / v) de enzima papaina (30 000 U/
mg) (Biocon, Les Franqueses del Vallés, Espafia) mediante una secuencia de
inyecciones de 0.1 mL cada 0.5 cm. Se evaluaron dos temperaturas diferentes de
coccibnen agua (65y85°C)a0, 1, 3,7, 10, 12, 15 y 20 minutos, asi como el efecto de
un masajeado. El efecto de la aplicacion del enzima, el binomio tiempo - temperatura,
asi como del masajeado se realizé mediante analisis instrumentales (textura (TPA),
imagen (color) y sensoriales (texturay apreciacion visual)).

Los resultados obtenidos mostraron como el pretratamiento con enzima de la
carne de pota (Dosidicus gigas) durante 24 horas en refrigeracion, previo a su coccion,
con la finalidad de reblandecer esta, no es un método eficaz. En cambio, evidenciaron
como la actividad del enzima durante la etapa de coccién es la suficiente como para
reblandecer la pota hasta tal punto que llega a perder su integridad, siendo el binomio
tiempo — temperaturainfluyente. Atal efecto, tanto las muestras tratadas a 65 como a
85 °C alcanzaron el minimo valor de dureza a los 15 minutos de coccion, si bien los
catadores evaluaron las cocinadas a 65 °C como las mas blandas, y las cocinadas a 85
aC como las més parecidas en aspecto a muestras control.

Estos resultados han sentado bases para nuevos estudios con la finalidad de
desarrollar productos con textura modificada a partir de alimentos soélidos, apropiados
para individuos con trastornos alimenticios o dificultades relacionadas con la
masticacion y deglucion de los alimentos.
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OBTENCIO DE CARN DE CEFALOPODE (DOSIDICUS GIGAS) AMB TEXTURA
MODIFICADA TENDERITZADA AMB PAPAINA

RESUM

La deterioracio de les funcions masticatories o de deglucié és comunaen alguns
grups de persones, com en els ancians, i afecta les seues percepcions i eleccions
d'aliments i la seua capacitat per a menjar. Pero aquest problematambé és present en
segments poblacionals, que, per ser més minoritaris, no deixen de ser importants com
aquells que presenten uns certs trastorns neurologics o del sistema nervids provocats
per diferents malalties (esclerosi multiple, *péarkinson, cancer, accidents
cerebrovasculars, etc.).

Es per aix0 que en el present treball s'ha avaluat la tenderitzacié de la carn del
calamar gegant (Dosidicus gigas) mitjancant I'aplicacio de I'enzim proteolitic (Papaina).
Aquesta carn €s una bona font de nutrients i conté compostos com a proteines, acids
grassos insaturats, vitamines A, B i D, aminoacids essencials i altres biomolécules
importants. No obstant aix0, té una consisténciadurai enganxosai €s dificil ablanir-ho,
fins i tot després de I'emmagatzematge i el calfament.

Per a dur-ho a terme, es van utilitzar porcions congelades comercials de pota
(Dosidicus gigas) atés que aquestes presenten formes més o menys regulars que,
posteriorment. esvantallar en porcions d'aproximadament1.5x 1.5 x 3 cm. Les mostres
van ser inoculades amb una soluci6 (5% p / v) d'enzim papaina (30 000 U/ mg) (Biocon,
Les Franqueses del Vallés, Espanya) mitjangcant una seqiiénciad'injeccions de 0.1 mL
cada 0.5 cm. Es van avaluar dues temperatures diferents de coccié en aigua (65 i 85°C)
a0,1,3,7,10,12, 15120 minuts, aixi com |'efecte d'un massatge. L'efecte de I'aplicacid
de l'enzim, el binomi temps - temperatura, aixi com del massatge es va realitzar
mitjancant analisis instrumentals (textura (TPA), imatge (color) i sensorials (texturai
apreciacio visual)).

Els resultats obtinguts van mostrar com el pretractament amb enzim de la carn
de pota (Dosidicus gigas) durant 24 hores en refrigeracio, previ ala seuacoccié, amb la
finalitat d'ablanir aquesta, no és un metode eficag. En canvi, van evidenciar com
I'activitat de I'enzim durant I'etapa de coccidé és la suficient com per a ablanir la pota
(Dosidicus gigas) fins a tal punt que arriba a perdre la seua integritat, sent el binomi
temps — temperaturainfluent. A aquest efecte, tant les mostres tractades a 65 coma 85
°C van aconseguir el minim valor de duresaals 15 minuts de coccio, si bé els tastadors
van avaluar les cuinades a 65 °C com les més blanes, i les cuinades a 85°C com les
meés semblants en aspecte a mostres control.

Aquests resultats han establit bases per a nous estudis amb la finalitat de
desenvolupar productes amb textura modificada a partir d'aliments solids, apropiats per
a individus amb trastorns alimentosos o dificultats relacionades amb la masticacio i
deglucié dels aliments.
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DEVELOPMENT OF CEPHALOPOD MEAT (DOSIDICUS GIGAS) WITH MODIFIED
TEXTURE EMPLOYING PAPAIN PRE-TREATMENT

ABSTRACT

Impaired masticatory or swallowing functions are common in some groups of
people, such as the elderly, and affect their perceptions and choices of food and their
ability to eat. But this problem is also present in segments of the population which,
although they are in the minority, are nonetheless important, such as those with certain
neurological or nervous systemdisorders caused by various diseases (multiple sclerosis,
Parkinson's disease, cancer, stroke, etc.).

This is why in the present work it has been evaluated the tenderisation of giant
squid (Dosidicus gigas) meat by the application of the proteolytic enzyme (papain). This
meat is a good source of nutrients and contains compounds such as proteins,
unsaturated fatty acids, vitamins A, B and D, essential amino acids and other important
biomolecules. However, it has a hard and sticky consistency and is difficult to tenderise,
even after storage and heating.

To do this, commercial frozen portions of squid (Dosidicus gigas) were used, as
they have more or less regular shapes, which were then cut into portions of
approximately 1.5 x 1.5 x 3 cm. The samples were inoculated with a solution (5% w / V)
of papain enzyme (30 000 U/mg) (Biocon, Les Franqueses del Vallés, Spain) by a
sequence of 0.1 mL injections every 0.5 cm. Two differentwater cooking temperatures
(65 and 85 °C) were evaluated at 0, 1, 3, 7, 10, 12, 15 and 20 minutes, as well as the
effectof massaging. The effect of the enzyme application, the time-temperature binomial,
as well as the effect of massaging were analysed by instrumental (texture (TPA), image
(colour) and sensory (texture and visual appreciation) analyses.)

The results obtained showed that pre-treatment of Jumbo Squid (Dosidicus
gigas) meat with enzyme for 24 hours under refrigeration, prior to boiling, in order to
soften it, is not an effective method. On the other hand, the results showed that the
enzyme activity during the boiling stage is sufficient to softenthe squid to such an extent
that it loses its integrity, with the time-temperature combination being influential. To this
effect,both 65 and 85 °C samples reached the minimum hardness value after 15 minutes
of cooking, although the tasters evaluated those cooked at 65 °C as the softest, and
those cooked at 85 °C as the most similar in appearance to control samples.

These results have laid the groundwork for further studies to develop texture-
modified products from solid foods, suitable for individuals with eating disorders or
difficulties related to chewing and swallowing food.

KEYWORDS: Jumbo Squid meat, papain, boiling, swallowing, texture
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1. INTRODUCCION

Alimentos con texturamodificada (ATM), esuntérmino que se refiere aalimentos
con texturas suaves y/o tamafio de particula reducido, asi como liquidos espesados
destinados al segmento de mercado de personas de edad avanzada, con disfunciones
alimentarias (Cichero, 2015). Actualmente, este sector poblacional exhibe la mayor tasa
de crecimiento entre todos los segmentos de poblaciones, y se estima que en el afio
2050 habra mas de 400 millones de personas mayores de 80 afios (Naciones Unidas,
2015). Proporcionar alimentos suaves, blandos, sabrosos, apeteciblesy saludables para
las personas mayores, particularmente aquellos con disfunciones masticatorias y
problemas de deglucién y/o con necesidades nutricionales especiales, se ha convertido
en un desafio importante para el sector académico y para la industria alimentaria
(Aguileray Park, 2016). Pero estos avances, no solo son importantes para este amplio
sector poblacional, también lo son para otros sectores mas minoritarios pero importantes
por su dependenciacomo son aquellos que presentan ciertos trastornos neurologicos o
del sistema nervioso provocados por distintas enfermedades (esclerosis multiple,
parkinson, cancer, accidentes cerebrovasculares, etc) que da lugar a problemas de
deglucién. Dentro de los ATM se incluyen alimentos que se suavizan por procesamiento,
alimentos picados, purés o licuados, asi como liquidos que han sido espesados a
diferentes consistencias (IDDSI, 2016).

Se debe tener en cuenta que cuando una personano logra tragar y/o masticar
de manera eficaz alimentos liquidos o sélidos, no alcanza la ingesta calérica necesaria
gue aportan los nutrientes esenciales (proteinas, grasas, carbohidratos, etc.), derivando
asi en un estado de desnutriciébn, y en el caso de la disfagia a liquidos, de
deshidratacién. Ademas, se puede producir una aspiracion de trozos de alimentos que
puede causar una neumonia (neumonia por aspiracion), esto es, cuando pasa el
contenido alimenticio a las vias respiratorias y a los pulmones. Todo ello conlleva al
aumento de lamorbilidad y la mortalidad en los pacientes que la sufren (Teramoto et al.,,
2008; Andersen et al., 2013; Khan et al., 2014).

En base a su estado fisico, los alimentos pueden clasificarse en alimentos
liquidos o fluidos, alimentos semisolidos, alimentos sélidos blandos y alimentos sélidos
duros (Kog et al., 2013). Ante la dificultad para tragar un alimento en estado liquido, la
principal estrategia a seguir es modificar su viscosidad, evitando asi la consistencia
liguida. Ante la dificultad paratragar y/o masticar alimentos solidos, la estrategiaa seguir
se centra en adaptar la consistencia de los sélidos evitando en todo momento el
consumo de alimentos de riesgo los cuales dificultan la formacion del bolo. La forma
mas rapida y sencilla de conseguir una consistenciaadecuada y segurapara este tipo
de productos es a través de la obtencién de cremas o purés, pero estos alimentos
triturados tienen diversos inconvenientes, entre los que destacan el menor aporte
nutricional e hidrico frente a los alimentos que incluyen todas sus texturas y
consistencias, asi como el efecto negativo que genera desde el punto de vista
psicosocial unadieta basada en cremas o purés. Hay que tener en cuentaque el comer
y beber son actividades sociales y experiencias placenteras que forman parte de lavida
humana, y por tanto en el disefio de los ATM se debe trabajar para paliar los problemas
de insatisfaccion o aquellos que resten el placer social de la alimentacion.



De entre los diferentes métodos utilizados para ablandar alimentos sélidos se
encuentra el uso de enzimas con actividad sobre tejidos vegetales o animales. Los
tratamientos enziméticos, combinados con técnicas de inyeccidn e impregnacion que
permitan la inclusion de los enzimas hacia los tejidos mas profundos, presentan las
ventajas de poder ser utilizados para ablandar alimentos hasta hacerlos tan suaves que
pueden ser consumidos sin ningun esfuerzo, pero conservando la forma origina
(Sakamoto et al., 2006). En el ablandamiento de productos de origen animal, los
enzimas derivados de las plantas tropicales se utilizan para ablandar la carne
enzimaticamente como, por ejemplo, la papaina de la papaya, la ficinade la higuera, la
bromelina de la pifia, entre otras (Collignan y Montet, 1998). Estos enzimas tienen un
papel importante en la degradacion de las proteinas estructurales de los tejidos
conectivos, que se componen por colageno, elastina, entre otras (Arshad et al., 2016;
Astruc, 2014). El colageno es el principal constituyente de los tejidos conectivos y tiene
una estrecha relaciéon con la textura (Valencia-Pérez et al., 2008). Los enzimas
proteoliticos tienen una amplia especificidad de sustrato, lo que provoca la
descomposicion indiscriminada de las principales proteinas musculares, que da como
resultado la reduccién de la durezay un producto con mayor utilidad, aceptabilidad y
rentabilidad (Janz et al., 2005).

La papaina es un enzima proteolitico de origen vegetal, muy estable y activo en
unaamplia variedad de condiciones, como, por ejemplo, a elevadas temperaturas (Anmri
y Mamboya, 2012). Su pH Optimo se encuentraentre 5-7.5y su temperatura 6ptima se
encuentra entre los 70-90°C (Babu, 2019), ya que, a partir de los 90°C, su actividad
enzimatica es menor (Omeje et al., 2014). Al ser un enzima proteolitico, los efectos que
produce en el ablandamiento de latextura son buenosyaque la hidrolisis enzimatica da
lugar a un aumento de la solubilizacion de los grupos aminos libres y la hidroxiprolina,
lo que resulta una pérdida de la integridad del musculo y la disminucién de la dureza.
En un estudio realizado sobre el efecto de lainyeccion de papainaen filetes y asado de
ternera, se observo un ablandamiento mayor de la textura cuando se inyectaba el
enzima en el musculo en lugar de sumergir la carne en una disolucion del enzima
(Gokoglu et al., 2017).

El uso de la papaina, asi como el de otros enzimas, esta permitido en los
alimentos, aunque bajo un procedimiento comin para evaluar y autorizar a los
productores de alimentos su uso en sus productos. Este procedimiento se recoge en el
Reglamento (CE) N° 1331/2008 del Parlamento Europeoy del Consejo, de 16 de
diciembre de 2008, por el que se establece un procedimiento de autorizacion comun
para los aditivos, los enzimas y los aromas alimentarios.

Unode los alimentos de origen animal en el que el uso de enzimas podriafacilitar
en gran medida su consumo es el de los cefalopodos. El calamar gigante, o pota,
(Dosidicus gigas) es un cefaldpodo endémico del Pacifico Oriental Tropical (Alegre et
al., 2014) que representa aproximadamente un tercio del total de calamares existentes
(Zhuetal., 2020). Tiene un buen valor nutricional ya que tiene un contenido de proteinas
de facil digestion (94%), carbohidratos no asimilables, vitaminas A, Dy complejo B, bajo
contenido en grasay calérico (Calvo et al., 2016). Pero, aunque a nivel nutriciona es un
alimento muy saludable, su textura duray pegajosa, debida por la orientacion radial y
circular de sus fibras y por su interconexién con el tejido conectivo, y por el elevado
contenido en miostrominainsoluble, puede dificultar la masticacion en nifios y ancianos
afectando negativamente a la aceptacioén del producto por parte del consumidor (Jun-



Hui et al., 2020). A diferencia de los peces, la percepcion sensorial del calamar se
determina mas por sus propiedades reoldgicas que por su sabor (Kuginoy Kugino,
1994). Diferentes estudios han sefialado que la principal queja de los consumidores con
respecto al calamar es su textura dura (Collignan y Montet, 1998). La coccion puede
afectar a las propiedades funcionales de las proteinas, que puede dar lugar a cambios
en las propiedades reolégicas, que alteran la texturay la calidad de consumo de los
productos marinos, desperdiciando una escasa y rica fuente de proteinas. En funcion
del proceso tecnoldgico en cuestion, las proteinas mas afectadas son las proteinas
miofibrilares y las proteinas del estroma. Los cambios de conformacion, que pueden dar
lugar a la agregacion de las proteinas, sufridos por las proteinas durante la coccion,
puede provocar que el misculo seaméas duro y mas seco (Valencia-Pérez et al., 2008).
Autores han sefialado que la coccion es un proceso térmico rapido y barato para
convertir la carne de calamar en comestible, que mejora la digestibilidad de proteinas
delmusculo del calamar y que libera compuestos que contribuyen adesarrollar un sabor
deseable (Torres-Arreola et al., 2017), pero también se ha demostrado que las
condiciones de temperaturadurante el proceso de cocinado de la carne tienen un efecto
en todos los parametros de textura (Barberay Tassone, 2006) y en el caso del calamar
el calentamiento y almacenamiento no tienen por qué ablandar su textura pudiendo
presentar unaconsistenciaduray pegajosa (Jun-hui et al., 2020).

Es por ello que la aplicacion de enzimas proteoliticos con la finalidad de ablandar
carne de cefalépodo puede ser interesante, aprovechando asi su potencial nutriciona
sin que se produzcaun rechazo por su textura.



2. OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo final de grado es la obtencion de carne de
cefald6podo (Dosidicus gigas) modificada texturalmente mediante su tenderizacion con

papaina.
Para su consecucion se plantearon dos objetivos especificos:

e Evaluar el efecto del enzima a temperaturas de refrigeracion.
e Evaluar el efecto del efecto binomio temperatura — tiempo de coccion.

3. MATERIALES Y METODOS

La realizacion del presente trabajo se enmarca dentro de un proyecto de
investigacion financiado por el Ministerio Espafiol de Ciencia e Innovacion (RT12018-
098842-BI00) titulado “Avances en el disefio de alimentos con textura modificada
(ALITEMO)” en el que, entre otros, se estudian diferentes tratamientos enzimaticos
combinados con procesos de impregnacion y/o inyeccion para modificar la textura de
productos solidos de origen animal y vegetal manteniendo su integridad fisica.

3.1. Materia prima

3.1.1. TIRAS DE POTA

La materia prima utilizada para llevar a cabo el presente estudio fue tiras de pota
(Dosidicus gigas) congeladas, adquiridas en un supermercado local. Se establecio esta
materia prima por presentar formasregularesy espesores mas o menos constantes (1.5
cm x 1.5 cm), lo cual reduce el numero de variables a controlar en el estudio.

Para su utilizacion, las tiras fueron descongeladas y posteriormente cortadas a
una longitud de unos de 3 cm. Para la totalidad de la experiencia se utilizaron
aproximadamente de unas 878 muestras de pota.

3.1.2. ENZIMA PAPAINA

Con el objetivo de ablandar la textura de este cefalépodo, se adicioné a las
muestras el enzima hidrosoluble papaina (Biocon, Les Franqueses del Vallés,
Barcelona, Espafia) 30000 U/mg. La papaina es una endopeptidasacisteinica, de origen
natural y que posee actividad proteolitica (Ramirez, 2019).

Para el tratamiento enzimatico, se prepar6 unadisolucion del enzimaal 5% (p/A)
y se inyectd en las muestras mediante un patron plastico disefiado especificamente. En
cada una de las inyecciones se adicion0, de forma uniforme, 0.1 ml con una separacion
de 0.5 cm entre cada inyeccion (Figura 1).
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Figura 1. Patrén de inyeccion

3.2. Procedimiento experimental

La realizacion del estudio se plante6 bajo dos puntos. Un primero en el que se
evaluo el efecto del enzima ala temperatura de refrigeracion con la finalidad de estudiar
la posibilidad de realizar un pretratamiento enzimatico previo a la coccion del producto,
y un segundo punto donde se evalud el efecto del binomio temperatura — tiempo de
coccion con la finalidad de realizar el pretratamiento enzimatico al mismo tiempo que la
coccién dado que el enzima tiene una actividad Optima a temperaturas de entre 65-75
°C (Calkins y Sullivan, 2007). Ademas, como consecuenciade los resultados obtenidos,
se planteo un tercer punto con el que se evalué el efecto de un pretratamiento con el
enzima antes de la coccién, pero aplicando un masajeado con el objetivo de mejorar la
difusién internadel enzima.

Para evaluar el efecto del enzima a la temperatura de refrigeracion, se
prepararon 3 lotes de 12 muestras. Uno fue inyectado con papaina (E), otro inyectado
con agua (A) con la finalidad de evaluar el efecto inyeccion y un tercero control (C).
Todas ellas se dejaron en refrigeracion durante 24 horas y, transcurridas estas y previo
a su ensayo de textura, se prepararon los mismos tres lotes (E’, A’y C’) con la finalidad
de obtener muestras atiempo 0 de refrigeracion.

En la figura2, se muestra un esquema del procedimiento experimental de este
primer punto del estudio.

+« Control (C) + Control (C)

+ Inyectadas con agua (A) + Inyectadas con agua (A")

+ Inyectadas con enzima (E) + Inyectadas con enzima (E’)
24 horas en

refrigeracion

Analisis de
textura

Figura 2. Esquema del procedimiento experimental del efecto del enzima a temperatura de refrigeracion



En el estudio del binomio temperatura - tiempo de coccién, las muestras
inyectadas con enzima (E), inyectadas con agua (A) y control (C) fueron tratadas
directamente a dos temperaturas diferentes 65y 85°C, dado que latemperatura 6ptima
de accién del enzima es de 65-75°C (Calkins y Sullivan, 2007) y que, a partir de los
90°C, la actividad enzimatica decrece debido aladesnaturalizacion proteica del enzima
(Omeje et al., 2014). Paraello, las muestras fueron sumergidas en aguadurante 0, 1, 3,
7, 10, 12, 15 y 20 minutos. El nimero de muestras utilizado para cada tiempo,
temperaturay tipo de muestras fue de 15, siendo el nUmero total de muestras utilizadas
en este punto del estudio de aproximadamente 720.

Tras cada tiempo de coccibén, las muestras se dejaron enfriar en una bandeja
grande con agua fria durante 3-4 minutos, con la finalidad de reducir rapidamente la
temperatura. Tras esto, las muestras se secaron para que no tuviesen agua superficid,
se introdujeron en una bandeja, se recubrieron con papel de film y se dejaron en
refrigeraciondurante 24 horas. Transcurridoeste tiempo, se atemperarony se lesrealizd
un andlisis de texturay de imagen del que se obtuvieron datos de la evaluacion del
tamafio de las muestras y del color. Ademas, para el tiempo en el que se alcanz6 la
texturamas blanda, se realizé un andlisis sensorial, tanto de texturacomo de aceptacion
en un plato.

Previo al estudio de este segundo punto, se realizé un estudio de penetracion de
calor (curvas de temperatura) con la finalidad de conocer a cada tiempo de tratamiento
la temperatura interna de la muestra y el tiempo necesario para alcanzar los 65y los
85°C. Para ello se registré la temperatura en el centro de las muestras mediante un
termopar tipo J conectado a un equipo de adquisicion de datos (34970A de Agilent
Technologies). Se prepararon un total de 7 muestras para cada tipo de muestras y, una
vez obtenidas las curvas de temperatura, éstas se estudiaron y se modelizaron
aplicando un modelo matemético (ecuacion 1)

y=a*(1—exp(—=b*x))+ Corerrrrrininnnnn. (ecuacién 1)

Finalmente, y tras observar el efecto que el enzima genero sobre las muestras,
se procedio alarealizacion del tercer estudio en el que se evaluo el efecto de una etapa
de masajeado despuésde lainyeccidny previoala coccion. Lafinalidad de realizar este
masajeado fue el de favorecer la dispersion del enzima por el interior de las muestras a
igual que se realiza en otros productos como el jamén cocido. Para ello, se prepararon
un total de 72 muestras con enzima inyectada que fueron tratadas con agitacion
horizontal durante 15 y 30 minutos. Tras esta agitacion las muestras fueron cocidas en
el agua durante 7 minutosa 65y 85° C (E_65-15, E_65-30’, E_85-15y E_85-30’). Se
establecié un tiempo de coccion de 7 minutos debido a que, como se mostrara en
resultados, fue el tiempo minimo necesario para alcanzar la temperaturainterna de 65
y 85°Cy para el cual, las muestras todavia podian disminuir su dureza.

Tras el tratamiento térmico las muestras fueron enfriadas rapidamente para
frenar lacoccidn y una vez atemperadas se analizaron mediante un analisis de textura,
un analisis de imagen, antes y después de lacoccion, y uno sensorial.

La figura 3 muestra un esquema del procedimiento experimental llevado a cabo
para este segundo punto del estudio.
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penetracion
S Tiempos: 0, 1,3, 7,
10. 12, 15, 20 min
L
Enfriado rapido

Estudio de masajeado durante
15 vy 30 minutos y posterior
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Figura 3. Esquema del procedimiento experimental del efecto binomio tiempo — temperatura tiempo de
coccion

3.3. Analisis de textura

El andlisis de textura aplicado fue el Andlisis de Perfil de Textura (Texture Profile
Analysis, TPA). Se trata de un ensayo donde se miden y cuantifican parametros claves
de textura (dureza, elasticidad, gomosidad, cohesividad y resiliencia) (Torres et al.,
2015).

Para la realizacion de este ensayo, se utilizo el analizador de textura TA. XTplus
(Sattble Micro Systems, Surrey, UK). El software que se utilizé fue Exponent (Stable
Micro Systems Ltd, version 6.1.11.0). La experiencia se realiz6 de forma idéntica en
todas las muestras tras su atemperado. Para ello se utilizé una célula de carga de 75
mm de diametro, siendo los pardmetros definidos para el ensayo de: distancia de
retorno: 25 mm,; velocidad de retorno: 20 mm/s; fuerzade contacto: 4 g.

3.4. Andlisis deimagen

El analisis de imagen se realizd con el objetivo de evaluar el efecto de la
temperaturay el tiempo de coccidn, asi como el de masajeado, sobre laformay el color
de las muestras. Para ello se tomaron imagenes antes y después de estos tratamientos
las cuales fueron adquiridas utilizando una camara Logitech C922 Pro Stream Webcam,
junto con un iluminante de luz blanca haldgena. Este sistema estaba situado en el
interior de una cdmara oscura para eliminar cualquier interferencia del exterior que
pudiese afectar al estudio, como es el caso de la luz ambiental.



Para el analisis de las imagenes se utilizo el software informético de analisis de
imagen Fiji. Mediante su empleo se determiné el &rea de cada una de las muestras, asi
como el color, el cual se expresé en coordenadas L*, a* y b* a partir de las cuales se
determind el indice de blancura (IW) segun la ecuacién 2 (Montoya-Lépez et al., 2012).

IW=L*3b+3a...ccccccceenrn.... (ecuacion 2)

3.5. Analisis sensorial

El analisis sensorial se realizé en dos puntos del estudio. Un primero en el que
se evalud el efecto del masajeado y otro en el que se evaluaron las muestras para el
binomio tiempo — temperatura en el que se alcanz6 la maxima blandeza. En ambos
casos se realiz6 un analisis para evaluar la textura de la muestra y un de inspeccion
visual, si bien este fue llevado a cabo de forma diferente para cada punto. Es importante
remarcar que dada la normativa instaurada en la Universidad Politécnicade Valencia a
consecuencia del COVID-19, el andlisis sensorial solo se pudo realizar bajo estas
premisas.

En ambos estudios se aplicé un andlisis de escala de intensidad. Esta prueba se
realizé segun la norma UNE-ISO 4121:2006, que proporciona directrices para la
utilizacion de escalas de respuestas cuantitativas y su utilizacion cuando se valoran
muestras. La respuesta obtenidaindica laintensidad de la percepcion, en este caso, de
la apariencia visual, la intensidad de color blanco y la dureza. Para la realizacién de
estudio, se utilizé una escala numérica de categorias (Tabla 1).

Se realiz6 una prueba descriptiva cuantitativa (QDA, Quantative Descriptive
Analysis) que permite cuantificar la intensidad de cada descriptor (Tabla1). Para ello los
catadores tenian que describir la intensidad de textura al presionar con una espatula
sobre la muestra (figura 4A), evaluando las muestras desde texturas muy blandas
(queso cremoso) a muy duras (carne dura) y marcando sus respuestas en una escala
numeérica de categorias (Tabla1).

Figura 4. Evaluacién de la dureza de las muestras mediante una espétula (A) y la inspeccioén visual de las
muestras en un plato con caldo (B)



El andlisis de inspeccién visual se realiz6 de forma diferente en funcion del
estudio. Para evaluar el efecto del masajeado, los catadores evaluaron las muestras
observandolas in situ. En cambio, la evaluacion de las muestras en el binomio en el que
se alcanza el punto de maxima blandeza se realiz6 con la muestrainmersaen unasalsa,
tal como se podria degustar en un plato (Figura 4B). Con ello se pretendié conocer el
efecto que las posibles diferencias entre las muestras podrian conllevar en un plato
preparado. Ademas, la inspeccion visual no se realizo in situ, sino que los catadores
visualizaron cada unalas 4 series (controly enzimaa 65y 85 °C) a través de imagenes
de los platos. Estas imagenes se capturaron de formasimilar a lo descrito en el punto
de materiales y métodos correspondiente al andlisis de imagen.

En ambos casos dos fueron las preguntas que se formularon a los catadores,
¢, Qué intensidad de color blanco que presenta la muestra? y ¢Cuanto te gusta la
apariencia visual de la muestra? (Tabla 1).

Tabla 1. Ficha del andlisis visual y de textura

[ Nombre: ... | Fecha: ............. | N °de ensayo: ..

1° parte: ANALISIS VISUAL

Cdédigo de muestra:

1 9
;, Qué INTENSIDAD DE COLOR
EL:NCO presentala muestra? | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Muy poco Muy intenso
intenso
1 9
Del 1 al 9, ¢ Cuéanto te gustala | | | | | | | | | | | | | | | | | |
APARIENCIA visual de la No me Me gusta
muestra? gusta nada mucho

2° parte: ANALISIS DE TEXTURA
Cédigo de muestra:

1 9
e OO0 OO0O0OOO0OO
muestra? Muy blando Muy duro

(Queso cremoso) (Carne dura)

Comentarios




3.6. Analisis estadistico

Los resultados que se obtuvieron del analisis de textura, imagen y sensorial se
analizaron y estudiaron estadisticamente através de un andlisis de la varianza ANOVA
simple para estudiar el efecto de las variables efecto inyeccién, tratamiento enzimatico,
temperatura y tiempo de coccién masajeado. El programa informatico utilizado fue
Statgraphics Centurion XVIII, version 18.1.14. Para la realizacion del ensayo se utilizd
un intervalo de confianzadel 95% y un valor de p<0,05 estadisticamente significativo en
todos los analisis.

Con la finalidad de describir las muestras a partir del conjunto de todos los
parametros de textura obtenidos y conocer el peso de cada uno en la descripcion de
estas, se decidio realizar un andlisis de componentes principales (PCA, Principal
Comoponent Analysis), reduciendo la dimensionalidad de las variables, agrupando las
seis variables en grupos donde cada grupo es una componente, combinando la
informacién para alcanzar la maxima varianza posible y realizando agrupaciones
espontaneas. Este mismo andlisis se utilizé para la descripcidon sensorial de las
muestras en el binomio tempo — temperaturaen el que se alcanzalatextura mas blanda.
El andlisis PCA o andlisis de componentes principales es un método de lareduccion de
la dimensionalidad que se utiliza para reducir la dimensionalidad de grandes conjuntos
de datos, transformando un gran conjunto de variables en uno mas pequefio,
aumentando la interpretabilidad, pero al mismo tiempo, minimizando la pérdida de
informacion, mediante la creacién de nuevas variables no correlacionadas que
maximizan sucesivamente la varianza (Jaadi, 2021; Jolliffe y Cadima, 2016). Para
realizar este estudio se utilizo el programa MATLAB 7.7.0 (R2010b).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto permanencia en refrigeracion 24 horas

Tras realizar el estudio y recopilar los datos, los resultados de la dureza (N) de
las muestras mostraron como el efecto inyeccién no fue influyente dado que las
muestras inyectadas tanto con agua o con la disolucion con el enzima presentaron la
misma dureza que las muestras control, tanto a tiempo 0 como a las 24 horas en
refrigeracion. Este resultado ademéas evidencio como el enzima a temperaturas de
refrigeracion tiene una actividad muy baja la cual no generé cambios. En cambio, si se
aprecio el efecto del tiempo en refrigeracion paralos tres tipos de muestras. En la figura
5 se muestran los valores de dureza (N) para las muestras control (C’), inyectadas con
agua (A’) y con enzima (E’) a tiempo 0 y a las 24 horas de refrigeracion (C, Ay E
respectivamente). Como se observa, se produjo un incremento de la dureza. Este
incremento podria estar relacionado con la pérdida de peso que sufren las muestras en
refrigeracion como consecuenciade un ligero secado y exudado, y la relacion de esta
con el incremento de la dureza. Asi la diferenciade pesada de las muestras antes y
después del periodo de refrigeracion mostr6 una pérdida de peso del 1.7% para las
muestras control y de un 4.4% para las inyectadas.
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Uengy Chow (1998) realizaron un estudio sobre los efectos del almacenamiento
en la textura de diferentes mantos de cefaldpodos y observaron que la congelacién tuvo
un efecto en el aumento de la dureza, si bien no existe mucha mas literatura acerca de
los cambios en textura del calamar en condiciones de congelacién. Sin embargo, estos
mismos autores sefialaron que el incremento de ladurezadespués de la descongelacion
del manto pudo ser debido, en parte, a la pérdida de retencién de agua de la proteina
muscular durante el almacenamiento en congelacion. Tras la descongelacion,
observaron como se produjo una pérdida por goteo o drip loss de proteinas
sarcoplasmicas y miofibrilares que indicaria el dafio sufrido por los tejidos musculares
como consecuenciadel proceso de congelacion y descongelacion.

Por otro lado, durante el almacenamiento en condiciones de refrigeracion se
produce unadeshidratacion de la carne como consecuenciade la ligera fluctuacion de
temperatura del aire de la cdmara que va asociada con cambios importantes en la
humedad relativa de este (termodinamica del aire hiumedo) que favorece el secado
superficial de la carne. Bustabad (1999) sefial6 que cuanto mayor es el tiempo de
almacenamiento, mayores son las pérdidas por evaporacion.

w 5 v (<)) ~N
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Dureza (N)
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Figura 5. Valores promedio de dureza (N) para muestras control, inyectadas con agua o con enzima a
tiempo 0 (C’, A’y E) y almacenadas durante 24 horas en refrigeracion (C, A y E)

Los resultados del resto de los parametros del andlisis de TPA se muestran en
la tabla 2. Como se observa, las muestras para los pardmetros de elasticidad,
cohesividad y resiliencia fueron iguales, tanto a tiempo 0 como a las 24 horas. En
cambio, para los parametros de gomosidad y masticabilidad no fue asi. Todas las
muestras a tiempo 0 0 a las 24 horas presentaron valores similares entre ellas, pero
estos valores fueron menores a tiempo 0, al igual que ocurrié con la dureza. Esto
mostraria el peso que la durezatiene sobre estos dos parametros dado que gomosidad
es igual a cohesividad x dureza, mientras que la masticabilidad es elasticidad x dureza

X cohesividad.

Si bien ya se sabia al principio, como se ha mencionado en materiales y
métodos, que la actividad éptima del enzima se encuentra entre los 65-75°C, en el
estudio se pretendié ver si un tiempo tan prolongado como 24 horas era suficiente como
para que éstaactuase. Como se ha podido comprobar, estano es suficiente. Es por ello
gue, para que el enzima actle, se precisara la aplicacion de un tratamiento térmico o
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explorar un mayor tiempo de contacto del enzima para la pota (Dosidicus gigas) en
refrigeracion.

Tabla 2. Valores promedio y valor estandar para los parametros de textura: elasticidad, cohesividad,

gomosidad, masticabilidad y resiliencia.

Elasticidad Cohesividad Gomosidad Masticabilidad Resiliencia
(N) (N)
C’ 0,951+0,0222 0,682+0,173? 16,352+7.2552 10,516+5,2982 0,625+0,1452
C 0,958+0,0172 0,684+0,1062 22,722+11,472b 14,292+6,840P 0,587+0,0722
A 0,931+0,0292 0,682+0,1172 17,905+9,1492 12,399+6,8402 0,559+0,1022
A 0,927+0,0182 0,684+0,0622 26,624+7,087° 18,994+5,298P 0,592+0,0652
E’ 0,950+0,0292 0,674+0,2122 18,828+9,1492 12,546+6,8402 0,585+0,018?
E 0,949+0,0192 0,681+0,150? 23,174+7,924P 16,178+6,840P 0,594+0,068?2

Diferente letra en la misma columna indica diferencias estadisticas p<0.05

C’: Muestras control sin efecto refrigeracién 24 horas.; C: Muestras control con efecto refrigeracion 24 horas;
A’: Muestras inyectadas con agua sin efecto refrigeracion 24 horas; A: Muestras inyectadas con agua con
efecto refrigeracion 24 horas; E’: Muestras inyectadas con enzima sin efecto refrigeracion 24 horas; E:
Muestras inyectadas con enzima con efecto refrigeracion 24 horas

4.2. Evaluar el efecto del binomio temperatura —tiempo de
coccion

4.2.1. CURVAS DE TEMPERATURA

Previo al estudio del efecto binomio temperatura — tiempo de coccién se realizd
un estudio de curvas de penetracion de calor para conocer la temperaturaa la que se
encontraban las muestras para cada tiempo de coccién, asi como para determinar el
tiempo que se necesitaba para alcanzar los 65y 85°C en la parte mas interna de las
muestras.

El estudio se realizd6 para cada una de las muestras del estudio (muestras
inyectadas con agua (A), muestras control (C) y muestras tratadas enziméticamente
(E)). Los resultados obtenidos no mostraron diferencias para el efecto tipo de muestra,
pero si para la temperatura de coccion, por lo que todas las muestras de una misma
temperatura de coccion fueron modelizadas en su conjunto.

Lafigura6 muestrala evolucion de latemperaturainternade las muestras a cada
tiempo para ambas temperaturas de coccion cuando los datos son modelizados a la
ecuacion 1, obteniéndose las ecuaciones 3 y 4. Los resultados se ajustaron aunacurva
asintdtica tipica en la que se produjo un rapido calentamiento durante los primeros 2.5
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minutos, seguido de un crecimiento méas leve hasta los 7 minutos, estabilizandose a
partir de estos.
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Figura 6. Evolucién de la temperatura interna de las muestras control (C)) cocidas a las temperaturas 65 y

85°C
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Las condiciones del tratamiento térmico se establecieron teniendo en cuentala
temperatura 6ptima de la papaina. Existen varios estudios en los que se demuestra que
la temperatura 0ptima del enzima se encuentradentro del rango de 65 — 80° C, aunque
a partir de los 90°C su actividad enzimatica decrece debido a la desnaturalizacién de las
proteinas del enzima (Omeje et al., 2014). Autores han sefialado que la papaina soluble
tiene su maximo de actividad proteolitica alrededor de los 75 °C (Ramirez, 2019)
mientras que otros estudios afirman que el rango de temperaturas del enzima se
encuentraentre los 50-80°C, siendo entre 65-75°C latemperatura 6ptima de accion de
la papaina (Calkins y Sullivan, 2007).

La coccion influye sobre las caracteristicas de producto dado que afecta a las
propiedades funcionales de las proteinas, lo cual, provoca cambios en las propiedades
reoldgicas de la pota (Dosidicus gigas) (Valencia - Pérez et al., 2008). Es por ello que €l
estudio se realizo a dos temperaturas diferentes dentro del rango de maxima actividad
del enzima.

Asi, y en base a las ecuaciones, se establecié que a partir de los 7 minutos de
coccién se alcanzan ambas temperaturas de coccién (65 y 85 °C).

Tras realizar el ajuste de ambas curvas y determinar que el tiempo necesario
para alcanzar las temperaturas de 65 y 85°C era de 7 minutos, se estudio el efecto
binomio temperatura-tiempo de coccion con el objetivo de conocer la influencia de
dichos factores en los parametros de textura.
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4.2.2. EFECTO DEL BINOMIO TEMPERATURA — TIEMPO DE COCCION

Una vez realizado el ensayo de textura TPA y obtenidos sus respectivos
parametros (dureza, elasticidad, cohesividad, gomosidad, masticabilidad y resilencia)
estos fueron analizados mediante un analisis de PCA con la finalidad de reducir la
dimensionalidad y comparar las muestras en su conjunto. El resultado del anélisis
mostré una sola componente principal (PC1) la cual expreso el 69.69% de la varianza
total.

La figura 7 muestra la media y el error estandar (en barras) de los valores
promedio para cada uno de los tratamientos. Como se observa, para cada grupo de
muestras, no se apreciaron diferencias significativas entre 65y 85°C. Para las muestras
control (C) y las muestras inyectadas con agua (A), el comportamiento que siguieron las
respectivas curvas a 65 y 85°C es semejante, independientemente del tratamiento
térmico, lo que indica que el tratamiento térmico no fue un efecto relevante en dichas
muestras. En cambio, las curvas de las muestras con tratamiento enzimatico (E) para
65 y 85°C siguieron una tendencia descendiente segun el tiempo de cocciéon fue
aumentando.

PC1 (69,69 %)
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Figura 7. Valores de PC1 para el andlisis PCA realizado a los parametros del andlisis de textura TPA.

El estudio delpeso de las variables (loadings) de lacomponente principal 1 (PC1)
mostré como todos ellos tuvieron una influencia positiva. Tanto la dureza como la
gomosidad y la masticabilidad fueron las variables con mayor peso, seguidas por la
cohesividad, la elasticidad y, finalmente, laresiliencia (Figura 8). Hay que remarcar que
tanto la gomosidad (gomosidad = dureza x cohesividad) como la masticabilidad
(elasticidad x dureza x cohesividad) son parametros que se obtienen en funcion de la
dureza.
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Figura 8. Peso de las variables (loadings) para el andlisis PCA realizado a los pardmetros del analisis de
textura TPA.

Loading PC1 (69,69 %)

El analisis de dureza (Figura9A) y, en su caso, el de gomosidad (Figura9B) y
masticabilidad (Figura 9C) mostré un comportamiento similar al observado para el
estudio de PCA (Figura7), en el que ladureza de las muestras inyectadas con papaina
(E) disminuy6 conforme el tiempo de coccion fue mayor. Sin embargo, se observé un
aumento de la durezatanto en las muestras control (C) y una evolucién constante para
las muestras inyectadas con agua (A).

La ternura de la carne estd muy ligada a la dureza de la carne debido a la
interconexion entre los tejidos conectivos y a las miofibrillas que encierran la proteina
muscular. Los dos factores que mas influyen en la texturadel cefalépodo son los tipos
de proteinay su estado funcional (Gokoglu et al., 2017).

La dureza del musculo de la pota se debe a los tipos de proteinay al estado
funcional en que se encuentren las proteinas (Gokoglu et al., 2017), a la organizacion
estructural del musculo, que difiere ala de los peces y los mamiferos debido a que sus
fibras se orientan de formacirculary radial, y se interponen con fibras del tejido conectivo
(Torres- Arreolaetal., 2017), y por la elevada cantidad de miostromina insoluble (11%)
(Jun-hui et al., 2020). Esta proteinaque se encuentraen el estromamuscular provoca
que la carne de pota (Dosidicus gigas) tenga una textura duray resistente (Hu et al.,
2014).

Las muestras que presentaron una mayor dureza fueron las muestras control
(C), que fueron haciéndose méas duras conforme el tiempo de coccion fue
incrementandose, seguidas de las muestras tratadas con agua (A), en las cuales la
dureza practicamente fue constante.

En un estudio realizado Abdel-Naeem, y Mohamed (2016) en carne de camello
tratada con papaina, las muestras control fueron las mas duras debido ala gran cantidad
de tejido conectivo de este tipo de carne. Torres-Arreola (2010) observé que Ando
(1997) reporté que aproximadamente el 70% del colageno del manto de calamar no se
solubiliza después de 30 minutos hirviendo, lo que podria indicar que existe un
“colageno termoestable” en el musculo del calamar. La baja solubilidad y el
comportamiento de reticulaciéon en las fibras de colageno se debe a la presencia de
piridinolina, la cual tiene la capacidad de reticular hasta tres moléculas de colageno a
través su interaccion covalente con residuos de lisina e hidroxilisina, situados en el
colageno (Ezquerra-Brauer etal., 2018). Torres-Arreola(2010) sefial6 que la piridinolina
influye en la estabilidad térmica del colageno del manto y, en consecuencia, a latextura
del masculo.
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En el caso de las muestras inyectadas con el enzima (E), estas disminuyeron su
dureza como consecuencia de la fragmentacion de las proteinas miofibrilares y la
disrupcioén de los tejidos conectivos (Jun-hui et al., 2020).

Como se puede apreciar, se produjo un descenso muy pronunciado durante los
primeros 3 minutos de coccion y luego un descenso mas suave hasta los 20 minutos de
coccién. Esto podria mostrar que durante estos tres primeros minutos de coccién el
enzima encuentra sustrato (proteina) en el que desarrollar su accion'y como a partir de
este tiempo, la presencia de esta seriamucho menor. En efecto, la hidrélisis enzimatica
de las proteinas del cefaldpodo generaun aumento de la solubilizacion de los grupos
aminos libres e hidroxiprolina, lo cual provoca una pérdidade integridad del masculo y
un aumento de la ternurade la carne. Este aumento de la solubilidad podriadeberse a
aumento de la permeabilidad de las miofibrillas que se desintegran facilmente, segin
diversos autores en estudios en carne de bufalo, de gallinay de vacuno (Gokoglu et al,,
2017).

En cuanto a la gomosidad y a la masticabilidad (figuras 9By 9C), se observo un
comportamiento muy similar a la durezadado que, como se ha comentado previamente,
la gomosidad (gomosidad = dureza x cohesividad) y la masticabilidad (elasticidad x
dureza x cohesividad) son parametros dependientes de la dureza. Este resultado
ademas también podriareflejar un menor cambio en la elasticidad de las muestras como
consecuenciadel efecto tiempo — temperatura de coccion y en su caso aplicacion del
enzima.
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Figura 9. Media y error estandar (barras) del analisis de dureza (A), gomosidad (B) y masticabilidad (C)

El estudio de los parametros de elasticidad, cohesividad y resiliencia (figura 10
A, By C, respectivamente) mostré como paralas muestras control (C) e inyectadas con
agua (A) no existio efecto significativo tanto del tratamiento térmico como deltiempo. En
cambio, las muestras tratadas con enzima si los presentaron.

En el caso de la elasticidad (figura 10A), se observé que atiempo 0, los valores
para todas las variables fueron semejantes, si bien en la sucesivatoma de muestras se
pudo apreciar como en la variable de las muestras con tratamiento enzimatico (E), se
produciaun descenso segun avanzaba el tiempo de coccion. Para las muestras control
(C) y las muestras inyectadas con agua (A), los valores de ambas variables se
mantuvieron estables a lo largo de la experienciacon lo cual no se pudo ver un efecto
del tiempo en dichas variables.

En los valores de los parametros cohesividad (Figura 10B) y resiliencia (Figura
10C) se observé que en los valores de las muestras con tratamiento enzimatico se
produjo un descenso con valores semejantes para ambas temperaturas indicando que
no hubo diferencias estadisticas. En cambio, los valores de control y agua, se
mantuvieron constantes en el tiempo si bien las muestras inyectadas con agua (A)
tuvieron una cohesividad ligeramente mayor con respecto alas muestras control (C).

En resumen, los resultados del andlisis de TPA reflejaron la gran actividad
proteolitica del enzima, la cual degrad6 de tal forma el tejido muscular de la pota
(Dosidicus gigas), que produjo en parte su desintegracion, lo cual quedé reflejado en el
descenso de todos los parametros del andlisis, pero también en el tamafio de las
muestras (Figura11).

17



Figura 10. Media y error estandar (barras) del andlisis de elasticidad (A), cohesividad (B) y resiliencia (C)

La figura1l muestra el incremento del &rea de las muestras para cada uno de
los tiempos de toma de muestra a las dos temperaturas de coccion. El &rea se calculo
tras analizar imagenes de las muestras tomadas antes y después de la coccion, asi
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como después de la inyeccién, en su caso (Figura12).
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Figura 11. Area de las muestras durante la coccion
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Tal y como se observaen lafigura 11, se produjo un descenso de los valores de
todos los grupos de muestra (C_65, C_85, A 65, A 85, E_65yE_85) a medida que el
tiempo de coccién fue incrementandose, si bien este fue dependiente del tipo de
muestras y de la temperaturade coccién. Mientras a 65 °C todas las muestras tuvieron
un mismo descenso, no presentandose diferencias significativas entre ellas, a 85 °C si
gue existieron diferencias significativas. Ademas, paratodas las muestras, elincremento
de area fue mas rapido a 85 °C que a 65 °C, alcanzando al final del estudio (20 minutos
de coccion) valores estadisticamente similares de incremento de area (contraccion de
la muestra) para todas las muestras (comportamiento asintotico), si bien la contraccion
fue ligeramente mayor para las muestras tratadas a 85 °C. Para esta temperatura, las
muestras tratadas con el enzima (E_85) tuvieron una gran contraccién durante los
primeros 7 minutos, sufriendo a partir de este tiempo un ligero cambio de estabilizacion.
En cambio, para las muestras control (C_85) e inyectadas con agua (A_85), la
contraccion se produjo mas pausada hasta el final del tratamiento en el cual las
diferencias con las inyectadas fueron nulas.

La principal proteinadel tejido conectivo del calamar es el colageno (Raman y
Mathew, 2012; Sikorski y Borderias, 1994). Esta proteina contribuye alavariacién en la
ternuray textura de la carne (Weston et al., 2002). Ademas, la cantidad de tejido
conjuntivo en la carne y su solubilizacion pueden influir directamente en la ternura del
musculo céarnico (The BC Cook Articulation Committee, 2015)

El coldgeno tiene unaestructuracasi cristalinay un modulo elastico muy elevado.
(Lepetit, 2008). Sus moléculas se unen mediante enlaces cruzados intermoleculares
gue ayudan a proporcionar unaestructuray resistencia(Weston etal., 2002). Lacoccion
provoca la contraccion del tejido conectivo intramuscular que exprime el liquido liberado
por las miofibrillas calentadas afectando asi a sus propiedades. Cuando el colageno se
calienta a temperaturas de entre 58-65°C, se produce unatransicién desde su estado
cristalino a una estructuraamorfa, enrollada al azar, de la molécula de coldgeno. Tras
finalizar esta transicion el comportamiento del colageno se rige por la teoria de
elasticidad tipo caucho o the theory of rubber-like elasticity (Lepetit., 2008) que predice
gue la tension en un elastomero deformado es proporcional a la temperatura absoluta
(Campion et al., 2006). Si la coccion supera los 65 ° C, las fibras y las fibrillas de
colageno, que inicialmente estan onduladas, pueden contraerse hastaun cierto grado.
Ese tipo de contraccion se denomina contraccion libre. Posteriormente, silas fibrasy las
fibrillas de colageno ejercen una presion sobre las fibras y los haces de las fibras
musculares, pueden hacer que haya una mayor contraccion. Este tipo de contraccion
se denomina contraccion forzosa. En otro estudio, se observo que a temperaturas de
entre 53 y 63°C, se produce la desnaturalizacion del colageno que probablemente
impliquen primero unarupturade los enlaces de hidrégeno de la estructura miofibrilar y
luego la contraccion de la molécula de hidrogeno. Ademés, Tornberg (2005) observo
que las fibras de colageno a 60-70°C, se contraen una cuarta parte de su longitud de
reposo. Con lo cual, el colageno es muy importante para mantener una textura
aceptable, aunque una gran cantidad de enlaces cruzados puede disminuir laternuray
la aceptabilidad del consumidor (Weston et al., 2002).

Esta contraccion de las muestras, posiblemente dada por cambios
microestructurales que implican la desconexion de las fibras musculares y el colapso de
la red de proteinas del tejido conectivo (Ezquerra- Brauer et al., 2018), en el caso de las
muestras control e inyectadas con agua, deberia haberse transformado en un
incremento de ladurezade las muestras, pero en nuestro estudio, este incremento soélo
se evidencio, y ligeramente, para las muestras control (C_65 y C_85), si bien la

19



contraccion fue evidente como se muestraen lafigural2, en laque se harepresentado
un montaje de imagenes de muestras control e inyectadas con el enzima a diferentes
tiempo de coccidon a 65 y a 85 °C. Como se observa, el tamafio de las muestras Cy E
sonsimilares a 65 °C alo largo deltiempo, no asi a 85°C, donde las muestras E reducen
su tamafio rapidamente.

La mayor contraccion de las muestras tratadas con el enzima a 85 °C podria
deberse ala accion del enzima. Esta, al ser inyectada en la parte interna, tiene mayor
accion en estas zonas, degradando la matriz proteica de forma intensa a partir de
entorno los 3, 5 0 7 minutos de coccion (zonas marcadas con la letraa en la figura 12),
generando acumulacion de aminoacidos libres y péptidos (Istrati, 2008; Abdel-Naeemy
Mohamed., 2016; Jun-hui et al., 2020). Estos aminoé&cidos libres y péptidos dejan de
aportar estructura a la carne de pota (Dosidicus gigas) e incluso pasando al agua
durante la cocciény, por tanto, liberando espacio interno de las muestras (flechas con
laletra aen las figuras 12 y 19) lo que facilitala contraccion mecéanica de las muestras,
la cual esmas acusada a 85 que a 65°C. A esta Ultima temperatura también se produce
dichaliberacion de espacio, pero el efecto de contraccién no estan agresivoy, por tanto,
no diferenciandose del observado paralas muestras control e inyectadas con agua.

t coccion (min)

T
coccion

(°C)

7

Figura 12. Evolucién de coccién de las muestras control (C_65, C_65-3, C_65-7, C_65 20’ y C_85,
C_85-3; C_85-7"y C_85-20) y las muestras inyectadas con enzima (E_65, E_65-3, E_65-7, E_65 20" y
E 85, E_85-3; E 85-7'y E _85-20) a 65 y 85°C para los tiempos 0, 3, 7 y 20 minutos con la degradacion

del tejido de las muestras (flecha a)

El proceso de coccién también generd cambios de color en las muestras los
cuales se muestran enlas figuras 13 Ay B parala coccion a65y 85 °C, respectivamente.
En ellas se ha representado el indice de blancura (WI) calculado mediante la ecuacion
2 a partir del andlisis de imagen realizado a las muestras a cada tiempo de toma de
muestra. Como se observa en las figuras 13 A y B, en todas ellas se produjo un
incremento de los valores de WI durante los primeros 7 minutos en el caso de las
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muestras tratadas a 65 °C y durante los primeros 3 minutos, paralas muestras tratadas
a 85 °C., no evolucionando a partir de estos tiempos en el caso de las muestras control
e inyectadas con agua. En el caso de las muestras inyectadas con enzima se aprecio
un descenso de los valores del WI. Este fue debido al incremento de pixeles oscuros en
las zonas en las que el enzima habia trabajado mas (zonas mas internas y
representadas con laletra a enlas figuras 12 y 19) y que presentaban oquedades.
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Figura 13. indice de blancura de las muestras tratadas a 65°C (A) y a 85°C (B)

Este resultado de color, observado paralas muestras inyectadas con el enzima
junto con el de variacion de areay las dobles texturas que se apreciaban en la muestra
(zonas internas mas alteradas que las periféricas), hizo que se planteara la necesidad
de un estudio en el que se intentase mejorar la difusion internadel enzima. Para ello se
planted la siguiente experiencia.

4.2.3. EFECTO DEL MASAJEADO

Al igual que en productos carnicos como el jamén cocido, en el que se inyecta
unasalmuera y posteriormente se realizauna etapa de masajeado con la finalidad, entre
otras, de favorecer ladifusion interna de esta, se planteo realizarla tras la inyeccion del
enzima. Para ello las muestras una vez inyectadas fueron masajeadas durante 0, 15y
30 minutos y posteriormente, cocidas a 65 0 a 85 °C durante 7 minutos (E_65, E_85,
E _65-15, E_65-30", E_85-15"y E_85-30’). Se determins este tiempo de coccidn por ser
el tiempo en el que se alcanzan las temperaturas de coccion en las zonas internas de
las muestras (Figura 6), por ser el tiempo en el que se aprecia la mayor accion del
enzima en las zonas de inyeccion (Figura 12), asi como porque alos 7 minutos, todavia
no se alcanza la minima textura (Figura9). El efecto de masajeado se evalu6 a través
de los anadlisis de textura, imagen y, posteriormente, uno sensorial.

Como se observa en la figura 14, en la que se muestran los valores de dureza
(N) del analisis de TPA, las muestras tratadas térmicamente a 65°C se hicieron mas
blandas segun el tiempo de masajeado fue incrementandose. En cambio, en las
muestras tratadas térmicamente a 85°C, se observo que el efecto del masajeado no
afecto a la dureza de las muestras ya que no se apreciaron diferencias significativas en
este parametro.

Autores han sefialado que el tiempo de masajeado no afecta la pérdida por
coccioén, pero, Gokoglu et al. (2017) observaron que si que afectaa la dureza, yaque el
aumento del tiempo de masajeado dio lugar a muestras méas blandas, algo que en la
figura 14 se observa solamente en las muestras con un tratamiento térmico de 65°C.
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Ademas, se analizaron los parametros de textura y en ellos se observé que el
masajeado produjo un descenso en ladureza, la masticabilidad y la gomosidad. Esto se
debid a un efecto del masajeado sobre el sarcolema lo que aumenté la ternura del
calamar. Asi elmasajeado podriaser un buen método para disminuir la durezamediante
la relajacion de la estructurade las fibras musculares, la destruccion de las conexiones
entre las miofibrillas y el colageno del tejido conectivo, si bien a temperaturas de 65 °C.
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Figura 14. Media y error estandar (barras) del andlisis de dureza del estudio de agitacion

En latabla 3 se recogen los valores del resto de parametros del andlisis de TPA
donde las muestras tratadas térmicamente a 65°C fueroniguales entre ellasy diferentes
a las muestras con un tratamiento térmico de 85°C, que a la vez fueron iguales entre
ellas. En todoslos casos los valores obtenidos a 85 °C fueron superiores alos obtenidos
a los 65 °C lo que reflejaria el mayor efecto de contraccién que genera el uso de
temperaturas mas elevadas.

Tabla 3. Resto de parametros de TPA del estudio de agitacion

Elasticidad Cohesividad Gomosidad Masticabilidad Resiliencia
(N) (N\)

E_65 0,474+0,0322  0,378+0,025°  0,981+0,5512 0,427+0,290%  0,149+0,0182
E_65-15’ 0,417+0,039%  0,354+0,024®  0,627+0,5512 0,270£0,290%  0,134+0,0182
E_65-30° 0,479+0,0452  0,486+0,025"  0,768+0,5512 0,398+0,290%  0,164+0,0192

E_85 0,682+0,037° 0,538+0,026°  3,757+0,617° 2,262+0,347° 0,270+0,020°
E_85-15 0,644+0,0372 0,510+0,027° 2,726+0,552P 1,486+0,291° 0,223+0,018°
E_85-30 0,65120,039° 0,5180,025°  3,710%0,552° 1,715£0,325P 0,23620,018°

El efecto masajeado también tuvo un ligero efecto sobre el indice de blancura
(WI) (figura 15). Asi, las muestras tratadas a 65 °C fueron incrementando el valor de W,
presentando valores estadisticamente mayores aquellas masajeadas durante 30
minutos con respecto a las no masajeadas. En el caso de las muestras tratadas a 85
°C, las diferencias solo se observaron entre las masajeadas durante 30 minutos y las no
masajeadas, pero en este caso las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

El masajeado es un proceso que se utiliza para la disrupcion de la estructura
muscular, desintegrar la superficie externa de la carne y liberar las proteinas
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miofibrilares mediante la aplicacién de energia mecanica (Gokoglu et al., 2017; Kim et
al., 2012). La disrupcioén de la estructuramuscular de la carne mediante la disrupcion
celular permite una mayor extraccion de las proteinas, provocando unasolubilizacién de
las proteinas musculares (Bhat et al., 2018). Este exudado proteico durante el
tratamiento térmico coagula y gelifica (Rakotondramavo et al., 2018). Autores han
sefalado que los cambios en la conformacion de la proteina durante la transicion del
exudado a gel inducidos por el calor, da como resultado geles mas blancos (Encinas-
Arzate etal., 2014; Torres- Arreolaet al., 2017).
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Figura 15. indice de blancura de las muestras con tratamiento enzimético (E_65, E_65-15, E_65-30,
E_85, E_85-15" y E _85-30) tras el efecto agitacion

Tras analizar estos resultados, se procedio a realizar un analisis sensorial para
evaluar si los catadores apreciaban o no los efectos del masajeado. Primero se realizé
un andlisis visual, donde evaluaron la intensidad de color y la apariencia global de las
muestras, y, por altimo, un andlisis de textura, en el que los catadores evaluaron la
durezade las muestras ejerciendo presion sobre las muestras mediante una espatula.

La prueba de calificacion de la intensidad de color (figura 16) mostré que los
catadores evidenciaron diferencias en las muestras tratadas a 65 °C con el incremento
del tiempo de masajeado, siendo evaluadas las muestras en mayor medida con el
incremento de este. En el caso de las muestras tratadas a 85 °C, los catadores no
evidenciaron diferencias entre las muestras, siendo todas ellas evaluadas con
puntuaciones mayores a las tratadas a 65 °C. Esto fue debido a que las muestras
tratadas a 65 °C presentaban un aspecto de pota (Dosidicus gigas) poco cocinada
(colores més grisaceos y mayores brillos) como se aprecia en la figural19 en la que se
muestran muestras de pota (Dosidicus gigas) control y tratadas con el enzima
masajeadas durante 0, 15y 30 minutos y cocinadas a 65y 85 °C durante 7 minutos
(E_65, E_65-15", E_65-30’; E_85, E_85-15, E_85-30’)
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Figura 16. Intensidad de color de las muestras con tratamiento enzimatico (E_65, E_65-15’, E_65-30,
E 85, E_85-15’ y E 85-30) segun los catadores

En cuanto a la apariencia de color (figura 17), los catadores observaron que
todas las muestras tenian una apariencia similar ya que las muestras tuvieron una
puntuacién semejante. La puntuacion maxima no rebasé de 6, tal vez porque los
catadores continuaron observando que las muestras presentaban una degradacion de
la textura por el efecto de la papaina, tal y como se observaen lafigural9 enlaque se
ha marcado mediante una flechay la letra a la zona donde el enzima ha tenido méas
accion y se ha producido una pérdida de masa durante la coccion.

Apariencia global

O R N WA UI O N O

E_65 E_65-15' E_65-30' E_85 E_85-15' E_85-30
Muestras

Figura 17. Apariencia global de las muestras (E_65, E_65-15’, E 65-30’, E_85, E 85-15" y E_85-30)
segun los catadores

Los resultados del andlisis de textura mostrados por los catadores (Figura 18)
apreciaron un efecto del masajeado para las muestras tratadas a 65 °C, disminuyendo
la dureza con el incremento del tiempo de masajeado. En el caso de las muestras
tratadas a 85 °C, no evidenciaron diferencias en funcion del tiempo de masajeado,
siendo todas estas muestras puntuadas como mas duras con respecto a las tratadas a
65 °C. Este efecto podria deberse a que el efecto de contraccion muscular como
consecuencia de la mayor temperatura de coccion seria mayor que el efecto de
incremento de blandura que puede ejercer el masajeado.
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Figura 18. Dureza de las muestras (E_65, E_65-15, E_65-30’, E_85, E 85-15 y E _85-30) segtn los
catadores

Asi, si con el masajeado se pretendiafavorecerlamayor difusién del enzimaen
las muestras, con la finalidad de minimizar el efecto de la localizacién del enzima que
genera una mayor degradacion de la muestra en su parte interna, ésta no se obtuvo.
Como se apreciaenla figural9, todaslas muestras presentaron unamayor degradacion
interna, independientemente del tiempo de masajeado.

t agitacion (min)

T coccion
(2C)

Figura 19. Muestras con inyeccién del enzima, agitadas durante 15y 30 minutos y cocidas durante 7
minutos (E_65, E_65-15, E _65-30; E_85; E_85-15" E_85-30)

Lo que si evidencio estaparte del estudio fue larelacion existente entre los datos
obtenidos instrumentalmente y los generados por los catadores. En la figura20 Ay B
se muestra la relacion existente entre los datos de color y de dureza respectivamente
generados instrumentalmente y por los catadores. En ambos casos la relacién presentd
una buenallinealidad, siendo esta ligeramente mejor en la expresiéon de ladureza.
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Figura 20. A: Relacion entre el indice de blancura y la intensidad de color (Cata) y el indice de blancura.
B: Relacién de la dureza del andlisis de TPA y la generada por los catadores.

4.2.4. CATA FINAL

Una vez evidenciado el nulo efecto del masajeado sobre las muestras se
procedio a realizar una cata final sobre las muestras que presentaron unatextura mas
blanda, que fueron aquellas inyectadas con el enzimay tratadas a 65 o a 85 °C durante
unos 15 minutos (figura 9 A), independientemente de la presenciade la zona interna
mas alterada. Ademas, los catadores también evaluaron las muestras control. Este
ultimo estudio se realiz6 dado que lo que se pretende en el proyecto es obtener
alimentos solidos lo méas blandos posibles, pero que mantengan su integridad. Hay que
remarcar que paraesta cata final si bien la textura se evalué de forma similar (mediante
presion con espatula) (Figura4 A), la cata visual se realizé conlas muestras sumergidas
en un caldo, es decir como si fuese un plato que el consumidor vaa degustar (Figura 4
B).

En la figura21 se muestran los resultados de la dureza, intensidad de color y
apariencia global, mientras que en la figura 22 se muestran los cuatros platos que
visualizaron los catadores. Como se observaen la figura 21, las muestras con un valor
mas elevado de durezafueron las muestras control (C_65y C_85) e iguales entre ellas.
En cambio, las muestras con inyeccion de la papaina tuvieron menores valores de
dureza, siendo la muestra con enzimay cocida a 65°C (E_65) mas blanda y la muestra
inyectada con enzimay cocida a 85°C (E_85) mas dura, aunque ambas siempre menos
duras que las muestras control (C_65y C_85).

Los catadores observaron que la muestra con mayor intensidad fue la muestra
control tratada térmicamente a 65°C (C_65) y el resto de las muestras (C_85,E_65y
E_85) tuvieron lamisma intensidad de color entre ellas si bien lamas diferente de todas
fue lamuestra con enzima a 65°C (E_65), que fue laque menor puntuacion obtuvo.

Por ultimo, los catadores evaluaron la apariencia global de las muestras y se
observo un resultado semejante al obtenido en la intensidad de color si bien las
diferencias no fueron tan evidentes, si bien la muestra con un tratamiento enzimético a
65°C (E_65) fue lamuestra con una puntuacion menor.
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Figura 21. Valoracion de la dureza, la intensidad de blancura y la apariencia global para las muestras
control (C_65 y C_85) y para las muestras inyectadas con enzima (E_65 y E_85) sin efecto agitacion

A

Figura 22. Imagenes de los platos con las muestras control a 65 (A) y 85°C (B) (C_65y C_85), y de las
muestras con inyeccién de papaina sin agitacion a 65 (C) y 85°C (D) (E_65 y E_85)

Con la finalidad de expresar de forma mas visual estos resultados, se realizé un
anélisis de componentes principales (PCA). En lafigura 23, se muestrael resultado del
analisis en un gréfico biplot, en el que se harepresentado en el eje X la componente 1
(PC1) y el eje Y la componente 2 (PC2) tanto de los scores (muestras) como de los
loadings (variables). Como se observatodas las variables tuvieron peso sobre la PC1
(intensidad de color, apariencia y dureza), mientras que dureza fue la influyente sobre
la PC2. Asi las muestras quedaron agrupadas aleatoriamente en base una mayor
durezacuanto mas situadas al cuadrante X e Y positivo y con mayor intensidad de color
cuanto mas situadas hacia los cuadrantes X positivo.

En base a este resultado los catadores no pudieron diferencias las muestras
control en funcidén de la temperatura de coccion, clasificandolas como las méas duras y
con mayor intensidad de color. Tras estas, evaluaron las muestras tratadas con el
enzimay cocinadas a 85 °C y finalmente, aunque con poca diferenciacon las anteriores,
las cocinadas a 65 °C, las cuales fueron evaluadas como las méas blandas y con menor
intensidad de color y apariencia.
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Figura 23. Valores de PC1 y PC2 para el andlisis PCA realizado para los pardmetros de los andlisis de
textura y sensorial

En base a este resultado, para utilizar las muestras mas blandas (E_65) se
tendria que sacrificar parcialmente el color y la apariencia de las muestras, aunque en
ningun caso las muestras fueron evaluadas por debajo del valor del 50% (figura21), o
bien se podrian utilizar muestras ligeramente mas duras (E_85) en el que la intensidad
de colory la apariencia son mejores.

5. CONCLUSIONES

La realizaciobn de este estudio ha permitido obtener carne de cefalépodo
(Dosidicus gigas) texturalmente modificada mediante su tenderizacién con papaina,
ademas de conocer como influye latemperaturade refrigeracién, el efecto del binomio
tiempo — temperaturade coccién y la aplicacion de un masajeado previo ala coccion en
la actividad del enzima

El pretratamiento con enzima en la carne de pota (Dosidicus gigas) durante 24
horas, previo a su coccion, con la finalidad de reblandecer esta, se ha mostrado como
un método ineficaz dado que ha de realizarse a temperaturas de refrigeracion a las
cuales el enzima se ha mostrado inactivo. En cambio, la actividad del enzima durante la
etapade coccién esla suficiente como parareblandecer la pota hastatal punto que llega
a perder su integridad, siendo el binomio tiempo — temperatura influyente. Asi,
independientemente de la temperatura, se establecen los 15 minutos como el tiempo
necesario para alcanzar la minima textura, siendo la temperatura influye en el aspecto
finalde las muestras. En este sentido, la potaque es tratada a temperatura mas elevada
(85 °C) presenta un menor tamafio que la cocida a 65 °C como consecuencia de la
perdida de proteina que se produce en las zonas de inyeccion (zonas internas) que
facilita la retraccion de las fibras musculares mas periféricas, la cual se da con mayor
intensidad a mayor temperatura. Es por ello que la inyeccién delenzima ha de realizarse
de forma muy homogéneadado que ladifusion de estapor el interior de la pota es nula,
no viéndose favorecida por un proceso de masajeado previo a la coccion.

Finalmente, si bien las muestras tratadas con el enzima y cocinadas a 65 °C
durante 15 minutos han sido las mas blandas segun los catadores, estos establecieron
las cocinadas a 85 °C como las mas parecidas a las muestras control. Es por ello que,
si en el caso de que ambas cocciones generaran pota con el mismo sabor y aroma,
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seria el uso de esta el que marcaria la mejor coccion. Si se pretende la mas blanda,
para hacer frente a problemas de deglucion, el cocinado a 65 °C seria la opcion. En
cambio, si el consumidor no presentatales problemas, seria la cocinada a 85 °C dicha
opcion.

Nuevos estudios son necesarios con la finalidad de minimizar zonas con
diferente grado de accion enzimatica que genera heterogeneidades en latexturay, por
tanto, productos con dobles texturas.
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