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RESUMEN

DESARROLLO DE UN EMBUTIDO GENERICO A BASE DE PULPA DE
CACHAMA, (Colossoma x Piaractus); ESTABLE A CONDICIONES
AMBIENTALES APTO PARA CONSUMO

Ing. MSc. Miguel Angel Luque Serrano

Esta investigacion considera dos componentes basicos, la aplicacion de la tecnologia
de obtencién y del procesamiento de pulpa de cachama, para la elaboracion de un
embutido genérico, tipo emulsion. EI segundo componente tendrd&  un enfoque
ingenieril que nos permitira obtener modelos matematicos (metamodelo) para predecir
las variables respuestas objeto de estudio. Esta es una version sobre la tecnologia de
obtencion de un embutido genérico a base de pulpa de cachama (Colossoma x
Piaractus); estable a condiciones ambientales apto para consumo humano. La férmula
y el esquema tecnoldgico de elaboracion fueron estudiados y desarrollados por el autor.
La adicion directa de una mezcla de tres aditivos acidulantes alimentarios: Glucono-
delta-lactona (GDL), acido formico (AF) y acido lactico (AL) permitieron que el
proceso de quimioacidulacién se desarrollara de manera mas rapida y efectiva,
logrando el manejo eficiente de las variables y la estabilizacion del producto terminado.
Se determinaron las respuestas: acidez i6nica (pH), el potencial redox (POR), la
conductividad eléctrica (CE), los solidos disueltos totales (SDT), la capacidad buffer
(CB), la acidez titulable total (ATT), el contaje bacteriano indicador (Ufc/g) y la
actividad de agua (aw). Se optimiz6 la mezcla de los aditivos acidulantes alimentarios
usados, para controlar los factores inductores de los cambios bioldgicos de los
microorganismos en el embutido genérico a base de pulpa de cachama. La
investigacion se realizoO para conocer las mdltiples respuestas fisicoquimicas
involucradas durante el proceso de estabilidad bioldgica del embutido, apto para
consumo humano, expuesto bajo condiciones ambientales. El andlisis estadistico,
matematico y operativo permitio determinar una serie de combinaciones de los factores
estudiados, para posibles respuestas que satisfagan necesidades a nivel de investigacion
cientifica, industrial y de consumidores. Fue utilizando un disefio experimental
estadistico Hipercubo latino del tipo (Space filling); tipicos de experimentacion virtual.
Es una investigacion experimental exploratoria.

Palabras claves: Cachama, Pulpa de pescado, Embutido, Metamodelo, Space filling
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SUMMARY

This research considers two basic components, the application of technology for
obtaining and processing cachama pulp, for the production of a generic sausage,
emulsion type. The second component will have an engineering approach that will
allow us to obtain mathematical models (metamodel) to predict the response variables
under study. This is a version of the technology for obtaining a generic sausage based
on cachama pulp (Colossoma x Piaractus); stable at ambient conditions suitable for
human consumption. The formula and the technological scheme of preparation were
studied and developed by the author. The direct addition of a mixture of three food
acidulant additives: Glucono-delta-lactone (GDL), formic acid (AF) and lactic acid
(LA) allowed the chemoacidulation process to develop more quickly and effectively,
achieving management efficiency of the variables and the stabilization of the finished
product. The responses were determined: ionic acidity (pH), redox potential (ORP),
electrical conductivity (EC), total dissolved solids (SDT), buffer capacity (CB), total

titratable acidity (ATT), count bacterial indicator (Ufc/g) and water activity (dw). The
mixture of the used food acidulant additives was optimized to control the inducing
factors of the biological changes of the microorganisms in the generic sausage based
on cachama pulp. The research was carried out to know the multiple physicochemical
responses involved during the process of biological stability of the sausage, suitable for
human consumption, exposed under environmental conditions. The statistical,
mathematical and operational analysis allowed to determine a series of combinations
of the factors studied, for possible answers that satisfy needs at the level of scientific,
industrial and consumer research. It was using a statistical experimental design Latin
Hypercube of the type (Space filling); typical of virtual experimentation. It is an
exploratory experimental research.

Keywords: Cachama, Fish pulp, Sausage, Metamodel, Space filling



INTRODUCCION

Este trabajo de investigacion toma en consideracion en su estructura dos
componentes basicos, uno de ellos en cuanto a la aplicacion de la tecnologia del
procesamiento de pulpa de pescado, mediante la estandarizacién de un proceso
tecnoldgico para la elaboracién de un embutido genérico, tipo emulsion, teniendo como
ingrediente principal la carne, (pulpa) de cachama hibrido (Colossoma x Piaractus). El
segundo componente tendra un enfoque ingenieril que nos permitié obtener
modelos matematicos para predecir las variables respuestas del comportamiento
tecnoldgico de la materia prima usada; adaptando una tecnologia aplicada a la

elaboracion de productos similares

A nivel tecnoldgico e industrial se han obtenido respuestas de los tipos de carne que
clasicamente han sido objeto de procesamiento. Cabe preguntarse entonces: ¢ES
posible la aplicacion de esos conocimientos logrados hasta ahora por la investigacién
cientifica, en carne (pulpa) de pescados de aguas continentales y especificamente en la
pulpa de cachama? ¢Sera posible la adaptacion de esas tecnologias ya estandarizadas
en carne de bovinos, cerdos, aves y otros; en carne (pulpa) de cachama con la esperanza
de generar respuestas tecnoldgicamente factibles y satisfactorias?

Para responder a esas interrogantes se ha planificado y propuesto este trabajo de
investigacion de carécter experimental y exploratorio con el firme propdsito de evaluar
experimentalmente la respuesta de la tecnologia de obtencion de un producto tipo

emulsion a base de pulpa de cachama; (embutido genérico).

Para ello se realizd esta investigacion experimental exploratoria, de caracter
estocastico en el Laboratorio de Ingenieria y Tecnologia de Alimentos (LITA),
experimental, exploratorio y deterministico en computadora, introduciendo el uso de

un disefio de muestreo de llenado de espacio: “Space filling”, en el ajuste de superficies



de respuestas, dado lo econémico en el nimero de tratamientos distintos y eficiente por

su excelente distribucion espacial.

Este trabajo de investigacion tuvo como objetivo la elaboracion de un embutido
genérico a base de pulpa de cachama, estable a condiciones ambientales apto para
consumo humano, bajo un disefio experimental estadistico robusto, como son los
disefios de muestreo de superficie de respuesta optimales, Hipercubo latino, del tipo de
Ilenado de espacio, (Space filling optimal), disefio experimental adecuado para evaluar
varios factores simultdneamente a diferentes niveles cada uno, para la generacion de
modelos matematicos, hasta de segundo orden para prediccién de las variables
respuestas objeto de estudio, usando el programa “Statistical Analysis System” (SAS).
Luego los modelos matematicos fueron evaluados, ajustados y validados; y se
representaron en graficas de superficie de respuesta y de contornos para determinar los
Optimos matematicos, operativos y los niveles de deseabilidad.

Para conservar el embutido producido, sin refrigeracion el estudio se planted crear
una mezcla de un aditivo quimio acidulante alimentario orgénico eficiente (QMA), con
la finalidad de preservar bajo condiciones ambientales el embutido genérico
desarrollado, a base de Glucono-delta-lactona, &cido férmico y &cido lactico; esto,
debido a su alta perecibilidad, por su alto valor nutritivo y alta humedad; que en el
manejo y conservacion cotidiana genera graves problemas, conflictos y pérdidas

cuantiosas.

El uso de una mezcla acidulante con aditivos alimentarios, tienen un papel decisivo
en la obtencion y estabilizacién de productos carnicos procesados, aptos para consumo
humano, entre ellos los embutidos crudos y cocidos. Los aditivos acidulantes
alimentarios poseen propiedades que les permiten ejercer multiples funciones en el
proceso de elaboracion de productos derivados de la pulpa de pescado. Aqui se estudian
las funciones y los beneficios tecnolégicos de la Glucono-delta-lactona, (GDL); el

acido formico, (AF) y el acido lactico, (AL); en el desarrollo de nuevos productos



carnicos seguros y estables a condiciones ambientales sin necesidad de hacer uso de
métodos alternos de conservacién como la refrigeracion, que contribuyan a satisfacer

las caracteristicas sensoriales y tecnologicas esperadas por los consumidores.

La caracteristica principal de este tipo de embutidos es que son productos de un alto
contenido de humedad relativa, ricos en valor nutritivo y muy propenso a la
degradacion de sus propiedades organolépticas, debido a la presencia de

microorganismos putrefactivos bajo las condiciones de manejo a que estan sometidos.

Para dilucidar esta problemética es necesario mencionar sus causas. Una de ellas es
su poca estabilidad microbiolégica aun bajo condiciones de refrigeracion.
Tradicionalmente, la conservacion de embutidos crudos se ha logrado mediante la
fermentacion de los azucares agregados como aditivos en las formulaciones, y que son
usados como sustratos por las bacterias acidos lacticos, (BAL); que estan presentes en

la carne de forma natural, o pueden ser afiadidas como cultivos iniciadores.

Sin embargo, la adicion directa de aditivos acidulantes alimentarios, como la
Glucono-delta-lactona (GDL), el acido formico y el &cido lactico; permitieron que el
proceso de conservacion se desarrollara de manera mas rapida, logrando el manejo
tecnoldgico y la manipulacion mas eficiente de las variables respuestas e intervinientes
de interés que fueron estudiadas, como son: acidez ionica (pH), el potencial redox
(POR), la conductividad eléctrica (CE), los sdlidos disueltos totales (SDT), la
capacidad buffer (CB), la acidez titulable total (ATT) y el contaje bacteriano indicador
en funcién del tiempo (Ufc/g). Se optimizd la mezcla de los aditivos acidulantes
alimentarios a usados, ya que puede tener un impacto negativo de las propiedades
organolépticas en el producto final debido a una manipulacion no controlada de las
variables independientes y dependientes inherentes al proceso.

La investigacion de esta problematica se realizo por el interés de conocer las

multiples respuestas fisicoquimicas y microbiologicas involucradas durante el proceso



de obtencion y conservacion del embutido genérico, apto para consumo humano a base
de pulpa de pescado, (cachama hibrida), su calidad y estabilidad microbioldgica final,
mantenido bajo condiciones ambientales; temperatura, humedad relativa, actividad de

agua, valor de pH, potencial oxido-reduccion, entre otras variables a considerar.

La metodologia o estrategia que se planted para lograr los objetivos preestablecidos
en esta investigacion de caracter experimental y exploratoria, bajo condiciones
controladas en laboratorio, fue utilizando un disefio experimental estadistico Hipercubo
latino del tipo llenado de espacio, (Space filling); tipicos de experimentacion virtual.
Es una investigacion experimental exploratoria, con un caracter estocastico por tomar
mediciones en el sitio de experimentacidn en tiempo real, bajo condiciones controladas,
con procesamiento experimental probabilistico y un caracter deterministico pues se
realizaron simulaciones virtuales en computadora. Dicho disefio o arreglo de

muestreo/tratamientos del tipo llenado de espacio, denominados, (Space filling).

Se empleo un topico de interés vigente en el disefio estadistico experimental, como
es la modelacién robusta de parametros, (Bijk); con optimizacion via simulacion,
mediante la resolucién de sistemas de ecuaciones, para procesos de control de la
variabilidad de la estabilidad microbioldgica y la calidad, en la elaboracion de un
alimento, (embutido genérico); sometido a la influencia de mdaltiples factores de
procesamiento y manejo, que generaran multiples respuestas de calidad, en forma

conjunta y simultanea.

El disefio del tipo Hipercubo latino, permitié modelar y optimizar via simulacion
de Derringer-Suich, la mezcla de los aditivos acidulantes alimentarios: GDL y los
acidos organicos formico y lactico, que fueron los factores o variables independientes,
en sus respectivas mezclas y la concentracion de uso, (niveles); en la determinacion
de la mezcla para estabilizar microbiolégicamente el embutido genérico a base de pulpa
de pescado (cachama); que puede ser almacenado a condiciones ambientales, sin sufrir

dafio aparente en un tiempo prudencial.



CAPITULOI

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

La redaccion del planteamiento del problema en esta investigacion se realizo
siguiendo las instrucciones de Hernandez, Fernandez y Baptista (2010), los cuales
recomiendan estructurarlo en tres secciones, 1. Descripcion ampliada del objeto de
estudio, 2. Formulacién del problema y 3. Descripcion de la importancia, basado en su

justificacion.

1.1. Descripcion ampliada del objeto en estudio

En un proceso de elaboracion de alimentos, y especificamente en el area de
fabricacion de embutidos para consumo humano a base de pulpa de pescado, (cachama
hibrido); el producto terminado y su calidad final, depende de variados factores:
a) Intrinsecos, propios de la composicion de la materia prima usada, (ingredientes); de
la cantidad y calidad de los aditivos usados
b) Extrinsecos e intervinientes, referidos a las condiciones de manejo postcosecha de
la materia prima usada
c) Mdltiples factores, referidos a las variables inherentes del proceso, como también
las variables intervinientes y
d) De su calidad o estabilidad microbiol6gica como producto terminado, apto para el

consumo humanao.

Este estudio se planificé con la finalidad de crear una mezcla de un aditivo
acidulante alimentario a base de Glucono-delta-lactona (GDL), acido formico (AF) y
acido lactico (AL), para preservar en el tiempo sin necesidad de un metodo alternativo
de conservacion como la refrigeracion, para un embutido genérico a base de pulpa de
cachama hibrido, (Colossoma x Piaractus); productos de alta perecibilidad, por su alto
valor nutritivo, alta humedad, alta actividad de agua, etc; Vitalis (2013). Para ello, se
plantea la hipotesis de crear una mezcla de un aditivo acidulante alimentario que

estabilice microbioldgicamente al producto terminado. En consecuencia, se investigd



la optimizacién matemaética y operativa de este proceso, mediante el ajuste de modelos
matematicos; Deng, Hung and Lin (2015).

Para una investigacion de caracter virtual y estocastica; Roshan, Evren and Shan
(2015), recomiendan que es deseable crear modelos matematicos explicitos; que
permitan visualizar y estudiar la forma e influencia de cada factor en estudio, de cada
término del modelo, de sus interacciones o sinergia y simular el conjunto de respuestas
del proceso en forma simultanea; permitiendo esto asumir el control estadistico del
proceso a traves de manipulaciones simultaneas de cada factor del proceso, (simulacion

del proceso).

Esta investigacion tiene un caracter prospectivo, experimental y exploratorio, bajo
condiciones controladas en laboratorio, tipico de experimentacion virtual, con un
caracter estocastico por tomar mediciones en el sitio de experimentacion en tiempo real
y procesamiento experimental probabilistico de caracter deterministico pues se
realizardn simulaciones virtuales en computadora. Dichos disefios o arreglo de
muestreo/tratamientos del tipo Llenado de espacio, (Space filling); estaran basados en
un disefio del tipo Hipercubo latino.

Los siguientes autores Kujawski (2014), Piffl y Stadlober (2015), Waite y Woods
(2015) , muestran que para poder crear modelos matematicos complejos, de alto orden,
robustos y con alta capacidad predictiva, se debe planificar y ejecutar una investigacion
bajo disefio experimental estadistico robusto, como son los disefios de muestreo de
superficie de respuesta optimales del tipo de llenado de espacio, (Space filling optimal);
al respecto, la revision de literatura en la Deep Web y la revision realizada por Vining,
Kulahci and Pedersen (2015), muestran poca utilizacion de estos en el area de

elaboracion de matrices en alimentos.

Mediante este trabajo se introdujo su uso, como disefios novedosos para la

generacion del perfil de respuestas del proceso de obtencion de una mezcla de aditivos



acidulantes alimentarios optimizado en su composicion y en su poder estabilizante
microbioldgico y en la elaboracion de un embutido genérico a base de pulpa de
cachama de materia organica comestible, perecedera, de alta humedad; util en el
proceso de elaboracion, manejo, conservacion y comercializacion de productos
alimenticios, (embutidos), altamente perecederos, estable a condiciones ambientales.
En un proceso tanto artesanal como industrial para la elaboracion de embutidos, su
calidad final es multiobjetivo, incluye multiples respuestas fisicas, quimicas,
fisicoquimicas y microbioldgicas, asi como multiples respuestas de aceptacion; SAS
JMP version 8, (2010).

El disefio del tipo Hipercubo latino permite modelar y optimizar via modelacion de
Derringer-Suich, la mezcla de los aditivos acidulantes alimentarios, constituida por:
GDL vy los &cidos organicos formico y lactico, en la formulacion de una mezcla de
aditivos acidulantes alimentarios para estabilizar microbiolégicamente un embutido
genérico a base de pulpa de pescado, (cachama). EI metamodelado, es un tema
fundamental en el campo del manejo de bases de datos. Al aplicarlo en el desarrollo de
aplicaciones informaticas permite disefiar un modelo de datos, (el metamodelo); con la

capacidad de generar otros modelos de informacion.

Se plantea abordar un tema de interés vigente en el area del disefio estadistico
experimental, como es la modelacion robusta de parametros y optimizacion via
simulacidn, para procesos de control de la variabilidad de calidad en la elaboracion de
una matriz alimento, sometido a multiples factores de proceso, que influencien
maultiples respuestas de calidad; esto debido a que este tipo de procesos, requiere
utilizar disefios estadisticos robustos y econdmicos, que permitan ajustar modelos
robustos para simulacion, Rodriguez (2012); todo esto, en razon de que el control de
un proceso en tiempo real debe permitir disefiar una ley de control invariante, para
establecer un control correctivo, que mantenga el proceso dentro del sistema de
referencia, para que finalmente se pueda implementar un control estabilizante, tratando

que el sistema se mantenga en el punto de ajuste.



La problemética anterior y las recomendaciones de la literatura permitieron definir
el objetivo de estudio de esta investigacion, el cual es “crear una mezcla de un aditivo
acidulante alimentario organico para estabilizar microbiolégicamente un embutido
genérico a base de pulpa de pescado (cachama), que se mantenga en el tiempo apto
para consumo humano, bajo condiciones ambientales, usando una mezcla optima de
Glucono-delta-lactona, y los &cidos organicos formico y lactico”; optimizando
operativamente su eficiencia de estabilizacion en los embutidos obtenidos, mediante
investigacion experimental bajo disefio de muestreo estadistico del tipo de Llenado de
espacio (Space filling), ajustando modelos polinomiales aditivos (para tres factores),
del tipo:

Yi=BotBrX1+B2XoHBaX s+ B11X12+B22X 22 +Ba Xzt P12 X1 X o HB1aX1 X5 HB2s X o X s+ X1 X X +ei

Basado en el estudio de Johnson, Montgomery, Jones y Parker (2010), De Anderson
y Whitcomb (2014), para esta investigacion se selecciond un disefio “Hipercubo
latino”, por ser uno de los mas eficientes dentro del grupo de disefios virtuales del tipo
Space filling; debido que: 1. Son cercanamente optimal y se ejecutan bien en el ajuste
de modelos polinomiales de alto orden, con minimos cuadrados ordinarios, 2. Tienen
baja varianza de prediccién en el ajuste de modelos polinomiales, con minimos
cuadrados ordinarios y 3. Los disefios 6ptimos ofrecen tres ventajas sobre los disefios
experimentales suboptimos: los disefios 6ptimos reducen los costos de experimentacion
al permitir estimar modelos estadisticos con menos ejecuciones 0 unidades
experimentales. Los disefios dptimos pueden acomodar multiples tipos de factores,

como procesos, mezclas y factores discretos.

Los disefios se pueden optimizar cuando el espacio de disefio esta limitado, por
ejemplo, cuando el espacio de proceso matematico contiene configuraciones de
factores que son practicamente inviables (por ejemplo, debido a problemas de
seguridad); si es aumentado el disefio con nuevos tratamientos.

En (https://en.org/wiki/Optimal_design)



1.2. Formulacién del problema de investigacion

Todos los productos embutidos son altamente perecederos a condiciones
ambientales, excepto los embutidos fermentados o madurados. Poseen alto contenido
de humedad, alto valor nutritivo, alta actividad de agua, que requieren para su
conservacion adicion de conservantes o bacteriostaticos que desde hace tiempo estan
siendo cuestionados, regulados y prohibidos; y/o por el gasto adicional de energia por

almacenamiento en refrigeracion.

El manejo, la conservacion y el mantenimiento de estos productos acarrean pérdidas
econdmicas debidas al deterioro, mala praxis por desconocimientos tecnolégicos y de
comercializacion. Esto implica, culturizar o educar a los consumidores e invertir en
investigaciones para la creacion de nuevas tecnologias para el desarrollo de nuevos
productos. Ahora bien, es lo6gico pensar que al tratar estos alimentos con mezclas de
aditivos acidulantes alimentarios optimizadas, estos podran almacenarse a condiciones

ambientales sin refrigeracion y sin sufrir dafios putrefactivos.

El dmbito de estudio de esta investigacion se corresponde con el area de tecnologia
e ingenieria de los alimentos, tomando como objeto de estudio la creacion de una
mezcla de un aditivo acidulante alimentario optimizado para la estabilizacion
microbiologica de un embutido genérico muy perecedero; obtenido, manejado,
conservado y comercializado bajo condiciones ambientales, como sujeto de estudio,
generar conocimientos respecto a la estabilizacion microbioldgica de ese tipo de
producto terminado. Hoy dia, en Venezuela, en el marco del desarrollo de la seguridad
agroalimentaria sustentable, se deben generar investigaciones que contribuyan a la
produccion de alimentos procesados, estables durante su obtencion, manejo,
conservacion y comercializacion, que al momento del consumo presenten condiciones

higiénico-sanitarios aceptables, sin ningun tipo de riesgo potencial al consumidor.

Esto significa la generacion de una tecnologia propia o en su defecto la adaptacion

de tecnologias ya consolidadas en especies industrializadas, (bovinos, cerdos, aves,
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etc); lo cual plantea un reto tecnoldgico, mentalidad productiva responsable de los
productores, responsabilidad social empresarial y responsabilidad social
gubernamental, para cooperar asi con la oferta de productos comestibles que la

sociedad civil cada dia demanda.

Se deben definir los pardametros de calidad y el manejo inducido de las variables
respuestas pertinentes que le permita a los industriales y consumidores mantener dicho
producto bajo condiciones ambientales, sin refrigeracion; y como consecuencia de ello
lograr una estabilidad microbioldgica, que permita el consumo del embutido sin

problemas de deterioro debido a la putrefaccion.

La pulpa de pescado, siendo éste el ingrediente principal en la elaboracién del
embutido genérico, la Norma Covenin 3086-1994, la define como: “...musculo de
pescado de una o varias especies, libre de espinas, escamas y piel, obtenido por
extrusion, deshuesado mecanico o fileteado y molido...”. En el proceso de fabricacion,
cuando dicho proceso lo requiera se pueden incorporar aditivos con funciones
estabilizantes, texturizantes y mejoradoras de las propiedades organolépticas tales
como crioprotectores, (polifosfatos de sodio o potasio, sacarosa, sorbitol); y
mejoradores de textura como almidones. Los requisitos o criterios microbiologicos que
dicha norma exige sélo radican en el riesgo admitido, que especifica: Aerobios,
mesofilos (1,0 x 10% y 1,0 x 107 Ufc/g) y Escherichia, coli (11-500 NMP/g).

La composicion quimica de la pulpa de pescado como ingrediente principal y del
producto terminado (embutido), es de gran alto valor nutritivo y energético, de utilidad
para consumo humano; y a estos aplicando tecnologias ya existentes en otros rubros,
como es la aplicacion de mezclas de aditivos acidulantes alimentarios, se prevé el
manejo inducido de los factores que afectan el crecimiento bacteriano, que permitan
estabilizarlos y conservarlos por un tiempo prudencial, sin refrigeracion, de alli la
utilidad de esta tecnologia y la necesidad de desarrollar proyectos de investigacion en
esta area (Garcia, 2005., Luque, 2012, Avila, 2013, Ramirez y Latoucht, 2014); y

especificamente en esta investigacion, donde se valida el poder estabilizante de una
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mezcla de aditivos acidulantes alimentarios optimizados, en el desarrollo de un nuevo

producto.

Segun Garcia (2008), la microbiologia y su efecto sobre la tecnologia en el
procesamiento de la carne es extensa, pues interviene una gama muy amplia de agentes
donde juegan papel fundamental las bacterias, pero también son muy importantes los

hongos, (mohos y levaduras).

El deterioro evidente, (putrefaccion) es un grave problema en el procesamiento, la
elaboracion, la comercializacién y vida util en anaquel de los embutidos carnicos,
traduciéndose esta en desmejora de las propiedades organolépticas y en pérdidas
econdmicas al respecto considerables. Por consiguiente, el deterioro de los embutidos
a base de pulpa de pescado, objeto de este estudio es mas acentuado, dado que el
pescado y especificamente su pulpa, posee una flora bacteriana muy variada y en su
contenido va a estar presente un complejo enzimatico altamente proteolitico que induce
a un franco deterioro, cuando las condiciones de manejo y los factores que afectan al

crecimiento bacteriano estan dentro del rango de desarrollo éptimo, Suzuki (1987).

Por ello se estudiaron las variables intrinsecas del sujeto de estudio que a criterio
propio y en funcidn de los estudios ya realizados, como también por los conocimientos
bibliograficos revisados, deben ser manipuladas para lograr una estabilidad
microbioldgica en la conservacion y comercializacion de esos embutidos, que induzca

0 permita alargar su vida Gtil de anaquel, en condiciones ambientales.

Al presentarse el deterioro del producto terminado, (embutido genérico); bajo
condiciones ambientales, sin refrigeracion, este se traduce en una anomalia donde se
manifiestan signos y sintomas, propios de dicho deterioro. La poblacion de la
investigacion la constituyen todos los embutidos carnicos; y la muestra poblacional,
los embutidos elaborados a base de pulpa de pescado. La unidad funcional o

experimental de analisis la constituyen las unidades elaboradas tratadas con la mezcla



12

de aditivos acidulantes alimentarios optimizados, establecida de acuerdo al disefio
experimental seleccionado para tal fin.

Las bacterias de la putrefaccion, son aquellas que causan deterioro en el alimento
(carnico) y que generalmente no causan problemas de salud al consumidor porque su
accion de deterioro sobre el alimento produce cambios de color, olor, sabor, aspecto;

que determinan el rechazo por parte del consumidor, Garcia O (2008).

La medida de las variables acidez ionica o (pH), potencial oxido reduccion (POR),
acidez titulable total (ATT), capacidad buffer (CB), sélidos disueltos totales (SDT),
conductividad eléctrica (CE) y contaje bacteriano indicador putrefactivo (Ufc/g); de
una sustancia alimenticia determinada sugiere la posibilidad de clasificar estos sistemas
en base a su intensidad, para definir qué parte del metabolismo respiratorio de los
microorganismos putrefactivos estd funcionando aceleradamente, y cuél esta
funcionando lentamente o se detuvo eventualmente. Por ejemplo, a valores de (POR)
cercanos a (-700 milivoltios); la cadena respiratoria (fosforilacién oxidativa),
funcionard muy lentamente, eventualmente cesara y se acumulard adenosindisfosfato
(ADP) y fosforo inorganico (Pi) y estos inhiben las enzimas claves del ciclo de Krebs
y de la glucdlisis, inhibiéndose ambos; y asi eventualmente, se detiene el metabolismo

respiratorio celular.

Definida la situacién problemadtica, el objeto, el sujeto y el ambito de estudio, asi
como la unidad funcional de andlisis y de muestreo, en esta investigacion se planted
responder las siguientes interrogantes, respecto a la determinacion y validacion de una
mezcla de aditivos acidulantes alimentarios optimizado de alto poder estabilizante
microbiologico; acidulante constituido por la mezcla de GDL, &cido formico y &cido
lactico, Avila (2019). Luego, basado en la formulacion del problema, esta

investigacion, se planted responder las siguientes interrogantes:

¢ Esta investigacion permitira crear una mezcla de un aditivo acidulante alimentario

optimizado que estabilice el embutido genérico elaborado, de alta humedad, muy
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perecedero que pueda almacenarse bajos condiciones ambientales sin refrigeracion, por
largos periodos? ¢Se podra simular en forma robusta la estabilidad microbiolégica del
embutido genérico, que satisfaga simultdneamente las siguientes restricciones y
condiciones de calidad: que minimice (Y1): acidez ionica (pH < 3,33 ), minimice (Y?2):
potencial redox (POR target: -50; +50 mV), maximice (Y3): capacidad buffer, (CB),
minimice (Y3): acidez titulable total (ATT), maximice (Ys): conductividad eléctrica,
(CE < 600), maximice (Ys): minimizar solidos disueltos totales (SDT < 350), minimice

(Y7): contaje bacteriano indicador, minimice (Ys): actividad de agua.

El disefio de muestreo estadistico economico del tipo Hipercubo latino (Space
filling), para tres factores experimentales, ¢permitira ajustar un modelo de simulacion
multi polinomial aditivo robusto? ¢Las herramientas tecnoldgicas de manipulacion de
variables extracelulares y las metodologias de optimizado operativo via simulacion
determinista multiobjetivo, modulando la deseabilidad de calidad con funciones de
reglas difusas multivalente; permiten desarrollar un quimioacidulante para lograr de
manera eficiente, la estabilizacion bioldgica de un embutido genérico a base de pulpa
de cachama, de alta humedad, sometido a condiciones ambientales, sin refrigeracion,

apto para consumo humano?

¢, Mediante el “Simulator SAS JMP, version 8”, se permitira resolver via simulacién
computarizada el sistema de ecuaciones multipolinomiales de alto orden, que satisfaga
simultaneamente condiciones de calidad multiobjetivo de maxima estabilidad
microbioldgica en el tiempo, con minimo potencial redox, minimo pH, minima acidez
titulable total, maxima capacidad buffer, maxima conductividad eléctrica, maximo
solidos disueltos totales, minimo contaje bacteriano indicador, al obtener una mezcla

optima de aditivos acidulantes alimentarios?

¢ Cual sera la mezcla optima matematica y operativa en funcion de los niveles de los
aditivos acidulantes alimentarios: Glucono-delta-lactona, (GDL) en polvo, acido
formico en estado liquido y acido lactico en estado liquido también; que generarian la
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mayor estabilidad microbioldgica en el embutido genérico a base de pulpa de cachama,
que pueda ser mantenido a condiciones ambientales sin ningun indicio de deterioro en

un tiempo prudencial?

Estos autores Derringer (1994), Aros et al. (2011), Anderson y Whitcomb y Kujawski
(2014), Piffl y Stadlober (2015), establecen que en el area de investigacion en
tecnologia e ingenieria de los alimentos para la elaboracion de un proceso o producto
de disefio 6ptimo se ha convertido en la busqueda de una solucion versatil entre
multiples especificaciones o deseabilidades de calidad, que requieren satisfacerse
simultaneamente; sometido a multiples restricciones de factores tecnoldgicos y de
ingenieria. Las especificaciones que se cumplieron entran en conflicto y desaparece el
concepto de “disefio Optimo” convencional, y se evoluciona al concepto de
“optimizacion operativa”, ya que se tiene un problema de optimizacion multiobjetivo-
multifactorial, en los que no existe una Unica solucion sino un conjunto de soluciones
en las que cada una tiene sus ventajas frente a las demas, pero donde ninguna es mejor

en todos los aspectos.

Para las condiciones de optimizacion descritas anteriormente, en Ultima instancia es
el investigador el que debe presentar y buscar por via simulacion una o varias posibles
situaciones que aporten soluciones al problema planteado. EI compromiso de solucion
planteado en la optimizacion matematica y operativa, requiere el disefio de un modelo
de simulacion o sistema de ecuaciones, bajo un disefio de muestreo robusto, como son
los disefios del tipo virtual (Encinia y Garza, 2002, Rodriguez, 2012 y Georgiou et al.
2014).

Por ello, bajo estas condiciones, Kujawski (2014), Georgiou et al. (2014) y Yong
Tan (2014), exhortan utilizar métodos de optimizacion via simulacion para el
tratamiento de restricciones y la utilizacion de simuladores con interfaz gréfico, en la
toma de decisiones; al respecto, los softwares Statistical Analisys Sistem y Jonhn’s
Macintosh Program (JMP version 8 2014); MathWorks y Phoenix Integration (2014),
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recomiendan utilizar las herramientas de analisis y visualizacion de soluciones, como
son los simuladores con visualizacion grafica interactivas de perfiles de respuesta,
modulados con perfiles de calidad; que resuelven el sistema de ecuaciones complejas,

utilizando el algoritmo de deseabilidad de Derringer y Suich (1980).

En lo referente al modelado multipolinomial (metamodelo) y la simulacién
computacional de eventos o procesos complejos, proveen una poderosa herramienta
para comprender sus mecanismos, pronosticarlos e interactuar para modular su
comportamiento; este proceso denominado “Optimizacion via Simulacién” (OvS), es
un campo emergente que utiliza técnicas de analisis y optimizacion, usando maodulos
de la simulacién computarizada, que integra la resolucion simultanea de inecuaciones,
modulados con modelos de calidad; y visualizacion grafica del conjunto de modelos

para cada respuesta y de los resultados emulados Gaudiana, (2015).

La optimizacion via simulacion se ha convertido en una poderosa técnica para el
analisis y optimizacion de sistemas complejos. Asi, se implementa un metamodelo de
simulacion para encontrar el conjunto de parametros de ajuste que optimiza la salida
del simulador. El uso de un metamodelo se hace para facilitar la tarea de optimizacion,
que implica encontrar la mejor configuracion de parametros de entrada (coeficientes
regresores de las variables controlables del sistema), con el fin de optimizar las
multiples funciones objetivos, (SAS JMP version 8, 2012a; Cervantes, 2012;
MathWorks, 2014; Phoenix Integration 2014; Gaudiana, 2015).

En cuanto al conocimiento del problema planteado sobre la estabilizacion
microbioldgica y conservacion de productos de alta humedad perecederos, muestran
que la tecnologia de inducir, modificar o restringir los factores de crecimiento de
bacterias putrefactivas, especificamente el potencial redox y el pH conjuntamente con
el resto de las variables respuestas, mediante mezclas de aditivos acidulantes
alimentarios optimizados, generan efectos adicionales como lo es la modificacion de

rutas metabolicas, que es una potente alternativa en la estabilizacion microbioldgica y
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conservacion de productos alimenticios inestables por su perecibilidad a condiciones
ambientales, alternativas que son de facil desarrollo y de bajos costos (Ramirez y
Latoucht, 2014).

Ahora bien, debido a la falta de investigaciones, desarrollo y adaptacion de
tecnologias, que son factibles de observar en el mundo real y objetivo, pueden
adoptarse en situaciones propias de la produccion de alimentos en nuestra region,
nuestro pais y mas alla de la frontera, (Luque 2012, Avila 2013, Ramirez y Latoucht,
2014).

La existencia de algunas experiencias sobre investigaciones en conservacion de
sustratos proteicos provenientes de alimentos muy perecederos de origen animal
empleando 4cidos, que segin Machin (1986); Pérez (1995), Luque (2012), Avila
(2013), Ramirez y Latoucht (2014); indican que el uso de los aditivos acidulantes
alimentarios optimizados, es una tecnologia prometedora, dado los excelentes

resultados encontrados en sus investigaciones.

Las primeras experiencias que se realizaron usando &cidos minerales como son el
acido clorhidrico, sulfurico o fosférico, se hicieron en ensilado quimico, pero estos,
usados solos, demostraron ser malos preservadores, Disney et al., (1977).
Sucesivamente se demostrd que al usar mezclas de acidos se podia obtener un buen
producto terminado, como mezclas de &cidos organicos (p. ej. férmico, propiénico,
acético, citrico, lactico, entre otros); con acidos minerales o usando acidos organicos
solos (Machin, 1986; Pérez, 1995, Luque, 2012, Avila, 2013 y Ramirez y Latoucht,
2014).

Por otro lado, hay que hacer notar que los disefios “Space filling” son tan eficientes
en la distribucién espacial de los tratamientos, que repetir la experimentacién virtual,

posiblemente se generaria multicolinealidad, por ello, los disefios Space filling:
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a) No requieren puntos replicados, ya que la difusion de los puntos del disefio estan
distribuidos a la menor distancia posible entre dos puntos vecinos méas cercanos y

b) Distribuye los puntos de manera uniforme en el espacio, la “misma” distancia entre
cada punto vecino mas cercano. Estas ventajas permiten trazar (ajustar); casi cualquier

tipo de modelo.

SAS JMP version 8 (2012), MathWorks (2014) y Phoenix Integration (2014),
muestran que los métodos, (Disefios Space filling); mas comunes que se implementan
en softwares comerciales para generar estos tipos de disefios, son.

1. El “Embalaje en Esfera Optimal dentro de un Cube” (Sphere-Packing Optimal Inside
of a Cube)

2. El Hipercubo latino, (Latin hypercube)

3. El Uniforme (Uniform design)

4. El Potencial minimo, (Minimum potential)

5. El de Méaxima Entropia (Maximum entropy)

6. El Gauss IMSE optimal, (Gaussian Process IMSE Optimal)

7. El de llenado réapido flexible, (Fast flexible filling); sin embargo, hay refinamientos
de estos, que lo hacen mucho més eficientes, como son los enfoques de Audze-Eglaisn
y de Van Keulen, y los disefios Depth, Piffl and Stadlober (2015).

1.3. Importancia y justificacion de la investigacion

El aporte practico y tecnoldgico que esta investigacién genera como perspectiva, es
generar un producto terminado, (embutido genérico); a base de pulpa de cachama, cuya
estabilidad microbioldgica se vera controlada por el conocimiento, uso y manipulacion
de las variables intrinsecas de la matriz de elaboracion del producto terminado, como
factores limitantes del crecimiento y multiplicacion de bacterias putrefactivas, propias
de dicho producto y del entorno del espacio de elaboracion; y por la modificacion
inducida de esas variables, mediante el uso de una mezcla de aditivos acidulantes
alimentarios, constituida por Glucono-delta-lactona (GDL); acido formico y acido

lactico.
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(-.-Hacia donde deben ir las investigaciones...? El uso de acidos como aditivos
orgénicos acidulantes alimentarios para el control del desarrollo y crecimiento de
microrganismos, Ultimamente se ha retomado utilizando mezclas de acidos, como es el
caso de investigaciones en ensilado quimico de residuos animales y vegetales. Esta
vigente el desarrollo de acidulantes comerciales y algunos experimentales, utilizando
mezclas de acido citrico, acético, formico, lactico; entre muchos otros. Usar la mezcla
mas econdmica, la mezcla mas amigable, la que posea mayor poder controlador,
aquella mezcla que proporcione el potencial redox mas cercano a potenciales extremos
negativos, es decir potenciales hacia (-750 milivoltios, donde la cadena respiratoria de
los microorganismos indeseables se vuelve de lenta y se acumula ADP y Pi, y estos
ejercen control sobre la glucolisis y el ciclo de Krebs, de manera tal, que dejaria de

funcionar su metabolismo respiratorio o trabajaria muy lentamente. Avila (2013)

El producto terminado podrd permanecer un tiempo prudencial en anaquel bajo
condiciones ambientales, sin que se genere dafio microbioldgico alguno en sus
propiedades organolépticas que lo hagan no apto para consumo humano,
especificamente por la presencia de bacterias putrefactivas y hongos; siendo un
producto muy perecedero y de alto contenido de humedad. En esencia se pretende asi
a ayudar a la generacion de reacciones quimicas y una ruta metabdlica positiva, que
estabilicen al producto terminado. Como valor tedrico, se establece que los resultados
trascienden hasta la sociedad civil, ya que se estard generando un producto de consumo
masivo, con gran valor proteinico, cuyas condiciones de manejo y manipulacion seran

diferentes a las comUnmente usadas en ese ambito.

Con referencia a la utilidad metodoldgica, se apoyo en la generacion de modelos
operativos, viables de optimizacion estadistico-matematica, usando simuladores
interactivos visuales comerciales; asi como una técnica operativa de procesos
tecnoldgicos. En cuanto a la factibilidad para la investigacién, se asegura la gestion
propia para obtener los recursos financieros, humanos, materiales y de espacio fisico

que posee el Vicerrectorado de Infraestructura y Procesos Industriales y
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especificamente el Laboratorio de Ingenieria y Tecnologia de Alimentos, (LITA); con
sus respectivos antecedentes, formacion e investigaciones, que aseguran la viabilidad

del proyecto de investigacion.

Segln el Plan General de Lineas de Investigacion asociadas al doctorado en
Ingenieria Agroindustrial, la investigacion es vinculante con el numeral dos (2):

Desarrollo de nuevos productos.

En cuanto a la justificacion por requerimientos académicos institucionales, el objeto
del estudio de esta investigacion esta contemplado en las areas y lineas de investigacion
de estudios de postgrado (Programa de Estudios Avanzados) de la Universidad
Nacional Experimental de los Llanos Occidentales “Ezequiel Zamora”, (UNELLEZ);
el cual establece como politicas la formacién y capacitacion de profesionales de cuarto
y quinto nivel en las diferentes ramas del saber en concordancia con los ultimos avances

de la ciencia y la tecnologia.

Respecto a la conveniencia, esta investigacion permite dar valor agregado a
productos derivados de la cachama, como también a otras especies de aguas
continentales y marinas. Por otro lado, aporta conocimientos y amplia la variedad de
disefios econdémicos, robustos en la modelacién y optimizacion via simulacion sobre la

variabilidad de calidad de procesos y productos.

La relevancia social y el efecto socioecondémico, permitira a la sociedad aprovechar
un recurso alimenticio, que actualmente sélo es aprovechado de manera fresca. La
comunidad investigadora tendra disponible la informacion y los conocimientos para
optimizar procesos y productos, en forma rapida y econémica; donde ademas de la
produccién artesanal y/o industrial, se pueda hacer experimentacion virtual, para
construir modelos sustitutos deseados, utilizando otros disefios o usando el mismo, el
cual se puede aumentar, adicionando tratamientos y redimensionar un nuevo

experimento en laboratorio.
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Asi mismo, se induce a estabilizar el embutido genérico, altamente perecedero, de
alta humedad, dandole valor agregado, que podré ser consumido luego de permanecer
a condiciones ambientales, incrementando asi su vida uatil y disminuyendo costos por

efectos de preservacion.

La tecnologia para generar una mezcla de un aditivo acidulante alimentario,
permitio aprovechar este recurso y utilizarlo en nuestro propio beneficio, el cual puede
usarse para formular y elaborar nuestros propios productos, tanto convencionales como
no convencionales, elaborados con tecnologia artesanal, semi-industrial o industrial;
no sélo en el &rea de productos carnicos y de origen pesquero, sino también en otras

areas del desarrollo agroindustrial.

Las implicaciones practicas, permiten desarrollar procesos de modelacion y de
optimizacion via simulacion, tomando en consideracién la variabilidad de las
respuestas de calidad del producto terminado, con experimentacién y simulacién
econdmica en laboratorio. El valor tedrico de los resultados de esta investigacion,
permite conocer el comportamiento multifactorial de las variables involucradas en el
proceso de elaboracion de un embutido genérico, a base de pulpa de cachama,
constituido por material organico de alta humedad; asi como la relacion entre ellas; que
llena parte del vacio de conocimientos respecto a la creacion y uso de aditivos
acidulantes alimentarios organicos y a la utilizacion de disefos virtuales de “Llenado

de espacio” en experiencias de laboratorios.

Respecto a la utilidad metodoldgica, en la investigaciéon, se implementa la
utilizacion de disefios experimentales de “Llenado de espacio” (Space filling), que son
econdémicos en cuanto al nimero de tratamientos, y son altamente eficientes en

experimentacion fisica en laboratorio.

Los aspectos legales de esta investigacion, se fundamentan segln las necesidades

definidas por la Constitucion de la Republica Bolivariana de Venezuela, (1999); en su
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Titulo VI, del Sistema Socio Econdmico; Capitulo I, del Régimen Socio Econémico y

la funcion del estado en la Economia.

Articulo 305: “...El Estado promovera la agricultura sustentable como base
estratégica del desarrollo rural integral y en consecuencia, la seguridad alimentaria de
la poblacidn, entendida como la disponibilidad suficiente y estable de alimentos en el
ambito nacional y el acceso oportuno y permanente a estos por parte del publico
consumidor. La seguridad alimentaria debera alcanzarse desarrollando y privilegiando
la produccion agropecuaria interna, entendiendose como tal la proveniente de las
actividades agricolas, pecuarias, pesqueras y acuicolas. La produccion de alimentos es

de interés nacional y fundamental al desarrollo econdmico y social de la Nacion...”

Esta investigacion se justifica, ya que estd enmarcada en el Plan General de
Investigacion de la UNELLEZ 2008-2012, dentro del area y lineas de investigacion:
ciencias del agro y ambientales, especificamente la linea de investigacion, seguridad
agroalimentaria; y en el area ingenieria, arquitectura y tecnologia: “Modelado,
Optimizacion y Simulacion de Sistemas”; y “Tecnologia y Procesos Industriales”.
Desde el punto de vista estratégico, la UNELLEZ mantiene en esta &rea, los
lineamientos nacionales para la seguridad agroalimentaria, siempre considerando al

hombre y a su entorno como un todo que debe estar en equilibrio.

Por otro lado, la factibilidad técnica de observar y medir las variables de
investigacion de manera objetiva en el sitio de experimentacion, facilita la posibilidad
de simular pruebas de validacion de datos y respuestas generadas. La novedad
metodoldgica esta basada en: uso de un disefio experimental con matriz de muestreo
de tratamiento virtual, analisis de datos y razonamiento didactico de resultados con
analisis multifactorial de modelacion de relaciones de causalidad, generando un
sistema emulador que permite simular condiciones de trabajos futuros y optimizacion
con modelos lineales, de ecuaciones de datos referenciales, de una mezcla de aditivos

acidulantes alimentario, no convencionales.
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Visto los planteamientos anteriores y con la revision de literatura, aun usando la
Deep web, no se detecto el uso de disefios virtuales, aplicados a la experimentacion en
laboratorio de alimentos; por ello, en la investigacion se planted, usar y evaluar la
eficiencia de un disefio de muestreo virtual del tipo “Llenado de espacio”, un Hipercubo
latino, en el ajuste de modelos de simulacion (modelo lineal maltiple cuadrético de alto
orden), para las respuestas medidas para cada ecuacion. Los modelos matemaéticos

generados, permiten simular el proceso en funcion de los factores sometidos a estudios.

1.4. La modelacion y optimizacion estadistica-matemética en alimentos
multifactor-multiobjetivo

Al respecto, en base a la revision bibliografica, se puede definir que:

1. No se utilizan herramientas informaticas de computacion inteligente para la
optimizacion multifactorial y multiobjetivo de procesos de conservacién de alimentos
(bien tecnolégicos o modelos redox moleculares); tal como disefios experimentales
eficientes, metamodelacion estadistica, ni simulacion estadistica, modulada con
iteraciones (Kembro, et al., 2012; Avila y Rivas, 2019). Por ejemplo, Kembro, et al.
(2012); construye 25 ecuaciones diferenciales ordinarias, para modelar la energética
mitocondrial, utilizando factores extracelulares, flujos respiratorios y el potencial
redox; un modelo estadistico para simular el comportamiento del proceso descrito en

la figura 01, siguiente.
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Figura 01. Modelo energético-redox mitocondrial

Fuente: Kembro, et al. (2012)

2. Existen pocos y deficientes estudios en lo que respecta a modelacion molecular de
proteinas, para el acoplamiento molecular de moléculas de sefializacion redox; esto
para la representacion de las estructuras de los fenoles, empleando programas
informéticos como el Chem Draw Professional, EI programa Chem3D, que permite la
optimizacion de la geometria de los mismos, utilizando el método de mecanica
molecular, (en inglés Merck Molecular Force Field). (Kembro, et al., 2012; Stokes, et
al., 2020).

3. Escasa la utilizacién de modelacién molecular de las proteinas de sefializacion redox
para estudiar sus estructuras tridimensionales. (Kembro, et al., 2012; Avila y Rivas,
2019; Stokes, et al., 2020).

4. No se utilizan programas para el estudio de acoplamiento molecular, como por
ejemplo los programas AutoDock y AutoDockTools, los cuales son de libre y gratuito
acceso. (Kembro, et al., 2012; Avila y Rivas, 2019; Stokes, et al., 2020).
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5. No se utilizan programas para visualizar las interacciones hidrofobias y por puente
de hidrogeno de los complejos compuestos quimicos ni bioquimicos, pudiéndose usar
el programa Ligplot. (Kembro, et al., 2012; Avila y Rivas, 2019; Stokes, et al., 2020).

Sobre las deficiencias anteriores, se puede concluir que los estudios sobre el control
del desarrollo y crecimiento microbiano, se recomienda implementarse a través de
aplicacion de combinaciones de mdaltiple barreras, como son, aplicacion de
electroterapia de choque, mezclas de &cidos orgéanicos, mezclas de polifenoles, mezclas
de sales y mezclas de azucares; todo ello con el objeto de modular el potencial de 6xido
reduccion, la conductividad eléctrica, los sélidos disueltos totales moleculares; con el
fin de modular la sefializacion molecular metabodlica en la activacion/inhibicién de

rutas metabolicas, fundamentalmente rutas del metabolismo respiratorio Avila (2022).

1.5. Formulacion del problema

La esencia de la investigacion, se refiere a los efectos deteriorativos sobre los
productos carnicos derivados de especies industrializadas como también de especies de
pescados de aguas continentales y de origen marino; cuando estos son sometidos a
condiciones ambientales o su método de conservacion (bajas temperaturas:
refrigeracion); se ve afectado por deficiencias del suministro de energia eléctrica de la
zona; problema que requiere ser resuelto. Por tanto, la investigacion formula como
estrategia para contribuir en la solucion del problema: “La creacion de un quimio
acidificante-acidulante organico robusto”, que se formula y elabora con una mezcla de
GDL vy de acidos organicos (formico y lactico); aprovechando también cuando en la
matriz en la elaboracion del alimento (embutido) se mezcla con aditivos especificos
usados en el proceso de elaboracion, que actian como conservantes: sal, azucar, sal de
cura (mezcla 90% de NaCl y 10% de nitratos y nitritos), fosfatos, eritorbatos, especias,
condimentos, aditivos; aprovechando la sinergia de todos sus componentes en

conjunto.

El quimio acidificante-acidulante robusto, actda en la estabilizacion de la actividad
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de los procesos energéticos y metabdlicos del producto terminado y los
microorganismos que se desarrollan en él, con alto valor nutritivo y alta humedad, que
permita su almacenamiento al ambiente sin refrigeracion y sin biocidas; segun lo
exhortan, Botello y col. (2010); Chalamaiah y col. (2012); Luque (2012); Fernandez y
col. (2013); Suarez (2018). Sin embargo, para esto, Avila y Rivas, 2019, muestran que
hay deficiencias de DICs (Datos, Informacion y Conocimientos) en cuanto a efectos de
las mezclas de acidos organicos y otros agentes conservantes, sus dosis, eficiencia y

productividad.

A tal efecto, la investigacion explora bajo disefio experimental (disefios de muestreo
estadistico mixto dual optimal: Hipercubo latino, mezclas de &cidos organicos vy, se
modela el comportamiento de las variables: acidez ionica (pH), potencial redox (POR),
Capacidad buffer (CB), Acidez titulable total (ATT), conductividad eléctrica (CE),
solidos disueltos totales (SDT), contaje bacteriano (Ufc/g).

A través del contexto de la investigacion, se defini6 los siguientes ejes del estudio:
1. Desarrollo del esquema tecnoldgico basico para la manipulacion de variables
extracelulares, basado en experimentacion estocéastica del proceso de elaboracion y
conservacion de alimentos
2. El desarrollo de metamodelos de experimentacion deterministica™ Y,
3. La optimizacidn operativa del proceso via simulacién deterministica multiobjetivo,
modulando la deseabilidad de calidad.

La poblacion muestral (los embutidos genéricos elaborados) y la unidad funcional
de analisis fue 250 gramos c/u, fueron elaborados segun formulacion y esquema

tecnoldgico disefiado, calculado y ejecutado segln lo ya preestablecido.

1.6. Importancia de la investigacion
La estrategia de los resultados de la investigacién, permiten aprovechar la
manipulacion de variables extracelulares, embutido genérico a base de pulpa de

cachama, que al estabilizarlos; se la darad valor agregado y se pueden almacenar o
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manipular a las condiciones ambientales propias de zonas tropicales, sin gasto de
energia (refrigeracion), ni uso de biocidas. Evitandose las pérdidas debido al deterioro,
causado por el desarrollo, crecimiento y multiplicaciéon de microorganismos “no

deseables”.

El alcance y proyeccion (relevancia social) que tiene la investigacién y sus
resultados estard referida a que, se dispone con los resultados logrados de una
tecnologia de conservacion de embutidos escaldados; que aumenta el grado de

sustentabilidad de los procesos agroindustriales.

Como consecuencia de la investigacion, benefician a,
1. En primer lugar, las grandes agroindustrias, la mediana y pequefia agroindustria, la
produccion artesanal; con los resultados obtenidos, ahora disponen de un aditivo
alimentario que puede ser incluido en las formulaciones, para la elaboracion de
derivados carnicos y productos a base de pulpa de pescados, con miras a su
estabilizacion cuando se manipulan y conservan bajo condiciones climéticas propias
de la region tropical
2. En segundo lugar las plantas agroindustriales y los productores en general, una vez
comprobada la eficiencia de la tecnologia derivada, podran almacenar sus productos,
sin método alternativo de conservacion.
3. La sociedad en general, bajo estas condiciones puede evitar el gasto de energia
(refrigeracion) en procesos de conservacion, para productos de este tipo
4. Mayor margen de rendimiento econémico de comercializacién, ya que al disponer
de un embutido estabilizado, se puede almacenar a largo plazo al ambiente, sin gasto

de energia adicional.

Las implicaciones préacticas de los resultados de la investigacion, ademas, la
tecnologia a desarrollar permite extender su aplicacion a cualquier embutido de origen
organico (animal); aplicado para consumo humano. El valor tedrico de los resultados

de la investigacion, es que contribuye en llenar parte del vacio vigente de DICs (Datos,
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Informacion y Conocimientos), sobre las dosis requeridas de mezclas de &cidos,
aplicados a derivados carnicos y pesqueros, sus efectos bioldgicos y su efectividad de
conservacion. Los DIC's generados serviran para apoyar la teoria del control
fisiolégico del metabolismo respiratorio de los microorganismos, a través del control y
manipulacion de las variables implicitas en el producto elaborado. Aqui, se conoce aun

2 ¢

mas el comportamiento de las variables “acidos organicos” ‘“sus mezclas” y las

relaciones funcionales de control de las variables respuesta en estudio.

De tal manera que con el andlisis de los datos e informacion, se puede generar
conocimiento e ideas y recomendaciones para investigaciones futuras. La utilidad
metodologica de los resultados de la investigacion, permiten desarrollar una
metodologia de conservacion propia, especifica e integrada de secuencia de eventos
estocasticos y deterministicos, aplicados en la optimizacion de procesos en el desarrollo
de nuevos productos.

Por otro lado, el beneficio es colectivo, en el contexto intrauniversitario y
extrauniversitario, pues  so logran construir arreglos estadisticos de muestreo de
tratamientos experimentales robustos; que permiten simultaneamente su uso tanto en
experimentacion estocastica como deterministica. Se generan herramientas que
permiten construir modelos estadisticos complejos, para explicar y optimizar procesos

bioldgicos, via simulacion, modulado con funciones de deseabilidad.

1.7. Hipotesis de trabajo

Este proceso de investigacion estocastico y determinista, nos condujo a crear una
mezcla 6ptima quimioacidulante, que permite la estabilizacion de derivados carnicos y
pesqueros, de alta humedad, con gran valor nutritivo; que pueden almacenarse al

ambiente sin refrigeracion y apto para consumo humano.

1.8. Objetivo general
Desarrollar un embutido genérico a base de pulpa de cachama hibrido (Colossoma

X Piaractus); estable a condiciones ambientales para consumo humano.
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1.9. Objetivos especificos

Para lograr el objetivo general, se plantearon como complemento los siguientes

objetivos especificos:

Elaborar las unidades de andlisis (embutido genérico), a base de pulpa de

cachama, segun formulacion y esquema tecnoldgico de elaboracion.

Caracterizar los aditivos acidulantes alimentarios a usar en la mezcla, Glucono-delta-
lactona (GDL), acido férmico (AF) y acido lactico (AL).

Determinar los niveles minimos y méximos de la mezcla de los aditivos a usar en el
experimento (Glucono-delta-lactona, acido acético y &cido lactico), en base a pruebas

pilotos.

Optimizar las mezclas de los aditivos acidulantes alimentarios: GDL, acido férmico y
acido lactico; que simultaneamente maximice las respuestas de calidad deseables como

estabilizante microbiolégico en el embutido producido.

Validar la mezcla optimizada de los aditivos acidulantes alimentarios, en el producto
desarrollado (embutido genérico), durante el almacenamiento sin refrigeracion. Via
simulacion estocéstica y determinista, evaluando cambios temporales de las variables

respuestas en funcion de las caracteristicas de calidad deseables e indeseables.

1.10. Alcances y limitaciones de la investigacion

El alcance y las limitaciones de aplicabilidad de los datos generados, modelos y
resultados obtenidos en el desarrollo de esta investigacién, estos solo son validos: para
la mezcla del aditivo acidulante alimentario utilizando (GDL, &cido formico y acido
lactico), en el rango y dosis determinadas, probadas y validadas; y bajo las condiciones

experimentales disefiadas y ejecutadas.
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Sin embargo, las pruebas experimentales de validacion y la efectividad de la mezcla

del aditivo acidulante alimentario en el embutido genérico de alta humedad, altamente
perecedero, debe ser efectiva, para estabilizar microbiologicamente el producto objeto
de estudio. En cuanto al alcance y extrapolacion de aplicabilidad de los datos, tenemos:
1. Los modelos estocasticos obtenidos, pueden generalizarse, en experimentacion
virtual, con la creacion de nuevos modelos, (metamodelos sustitutos).
2. Los resultados de la aplicacion de la mezcla de aditivos acidulantes alimentarios
creada, se pueden generalizar, en otros productos derivados de la pulpa de pescado y/o
similares. Si se requiere generalizar mas la aplicabilidad de la mezcla en estudio, se
deben realizar pruebas experimentales adicionales especificas.

1.11. Ubicacion geografica

Esta investigacion se realizd en San Carlos estado Cojedes, en el Laboratorio de
Ingenieria y Tecnologia de Alimentos (LITA), del Programa Ciencias del Agro y del
Mar del Vicerectorado de Infraestructura y Procesos Industriales, Universidad

Nacional Experimental de los Llanos Occidentales “Ezequiel Zamora”, (UNELLEZ).

1.12. Institucidn, investigador

Universidad Nacional Experimental de los Llanos Occidentales “Ezequiel Zamora”
(UNELLEZ), Vicerrectorado de Infraestructura y Procesos Industriales, (VIPI);
Programa de Estudios Avanzados, (PRESAV); San Carlos estado Cojedes-Venezuela.
Ing. MSc. Miguel Angel Luque Serrano, cédula de identidad N° 3917536; docente,
investigador y extensionista del Programa Ciencias del Agro y del Mar, adscrito al
Vicerectorado de Infraestructura y Procesos Industriales (VIPI), de la llustre
Universidad Nacional Experimental de los Llanos Occidentales “Ezequiel Zamora”

(UNELLEZ).
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CAPITULO 11
2. MARCO TEORICO. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION.

2.1. Uso de aditivos acidulantes alimentarios organicos como conservadores de
productos alimenticios (embutidos)

Aqui, se describen hechos cientificos basados en experiencias, investigaciones,
teorias y bases legales, que apoyan y contribuyen al desarrollo de una metodologia de
creacion de una mezcla quimioacidulante, usando una mezcla de GDL y los &cidos
formico y lactico, aplicando herramientas de disefio de muestreo estadistico
experimental en investigaciones estocasticas y para la experimentacion deterministica,
mediante el uso de computacion inteligente con optimizacion operativa de procesos

metabodlicos redox extracelular.

Las experiencias obtenidas y revisadas sobre la modularidad natural del
metabolismo celular de bioprocesos, con manejo de factores extracelulares, en la
activacion/inhibicion de rutas metabolicas, fundamentalmente del metabolismo
respiratorio de los microorganismos que pudieran estar presentes en el producto
desarrollado; se hace aplicando el quimioacidulante para modificar las rutas
metabolicas a conveniencia mediante el control y manipulacién de variables, y muy

particularmente el potencial redox y el pH intra-extracelular.

Luego, aplicando procedimientos en experimentacion inteligente, utilizando
algoritmos de disefios de muestreo estadistico robustos, en investigacion dual
(estocastica y deterministica), en procesos tecnologicos en el area de alimentos.
Cuando hacemos mencion a modelos deterministicos nos referimos a aquellos modelos
donde los datos se conocen con certeza, es decir, se supone que cuando se analiza un
modelo generado, se tiene disponible toda la informacion necesaria para la toma de

decisiones.

Seguidamente, se presentan aplicaciones de herramientas estadisticas de

metamodelacion multifactor-multiobjetivo de procesos metabolicos y, finalmente el
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empleo de herramientas estadisticas de optimizacion via simulacion, con funciones
estadisticas de deseabilidad de calidad modulada con multimétrica; usando simuladores
de plataformas con interfaz interactiva de softwares estadisticos comerciales, que
permiten el seguimiento, aseguramiento y control del proceso metabdlico, en tiempo

real.

Posteriormente, se inscriben fundamentos teoricos, que soportan los fundamentos
de la investigacion, referidos a enfrentar la problematica planteada (problema, objeto y
sujeto de estudio), referido a la problemaética de conservacién de materia organica, muy
perecedera, de gran valor nutritivo y de alta humedad.

Dado que el proceso de esta investigacion nos permitio crear una sustancia
quimioacidulante (mezcla de GDL y acidos organicos) como conservante de alimentos
perecederos; este se inicia con una investigacion documental contemporanea para
precisar qué hay divulgado respecto con los fundamentos de la manipulacién de las
rutas metabdlicas moleculares de la actividad propuesta, con los métodos, técnicas y
herramientas de lo que se pretende hacer, con soporte y fundamentacion de cada una
de las actividades de las fases de la investigacion.

El uso de aditivos acidulantes alimentarios organicos, ha tenido poco uso en nuestro
pais a nivel de productos alimenticios, sin embargo, existen aproximaciones de su
empleo en el desarrollo de nuevos productos para consumo animal, que en esencia
vienen a constituir el desarrollo de nuevas tecnologias muy similares a las que se

desarroll6 en esta investigacion.

2.2. Antecedentes de la investigacion

Para iniciar con este topico, se realizo una busqueda documental de fuentes de datos,
informacién y conocimientos sobre productos similares de mezclas de aditivos
acidificantes quimioacidulantes, para conservacion de productos alimenticios a base de

materia organica, humedos de origen animal; lo que asegurd que no existe un producto
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formula u obtenido con un proceso tecnolégico como el creado, mediante esta

investigacion.

En la busqueda a través de fuentes bibliograficas e internet, no se detectd alguna
patente relacionada con el quimioacidulante organico, optimizado estocasticamente
con disefio de muestreo estadistico robusto y determinista. Al respecto, se encontraron
tres (03) patentes de versiones de conservantes quimicos, que usan mezcla de acidos
organicos permitidos y otros no permitidos, que ademas incorporan sustancias
prohibidas (biocidas), no aptas para consumo humano. Productos comerciales que
llevan por nombre, Silage Mediterraneo, Promyr NF, Kofasil Ultra y GrasAAT, son
productos comerciales para conservacion de material vegetal fundamentalmente pastos

y forrajes himedos.

2.3. Modelos predictivos usados en la industria de alimentos

Los modelos predictivos empleados en microbiologia de alimentos tuvieron su
primer impulso en la prediccién de la vida atil de los productos de la pesca (Olley y
Ratkowsky, 1973). Desde entonces han sido aplicados especificamente en la industria
de la carne, tanto para predecir tiempos de alteracién como para la estimacion objetiva
de las précticas higiénico-sanitarias. Gill et.al (1998). Los modelos secundarios mas
usados en microbiologia predictiva aplicados para determinar la influencia de distintos
factores limitantes son los denominados o realizados bajo la Metodologia de Superficie
de Respuesta. En esencia, son modelos de regresion lineal multiple que relacionan los
parametros microbioldgicos primarios con términos lineales, cuadraticos e
interacciones de los factores limitantes del crecimiento. Y los modelos terciarios son
sistemas de ecuaciones multiobjetivo, generando un modelo para cada respuesta y se
pueden usar como modelos de simulacion con ayuda de la inteligencia artificial. Hui,
et.al (2006).

El uso de ensilaje de orujo crudo de aceituna como alimento para pequefios

rumiantes en Chipre: una revision [2000]. Hadjipanayiotou, M. (Agricultural Research
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Institute, Nicosia (Cyprus)); este articulo es una revision de la investigacion y los
ensayos de campo realizados en Chipre entre 1993 y 1997 con el objetivo de evaluar el
valor nutritivo del orujo crudo de aceituna, el subproducto que queda después de la
extraccion del aceite de oliva de las aceitunas. El ensilado de orujo crudo derivado del
proceso de la aceituna de solo o con otros subproductos agroindustriales y residuos
animales resultdé en un almacenamiento prolongado en muy buenas condiciones. El
subproducto ensilado, que contenia alrededor del 10,5 por ciento de aceite (base MS),

era muy agradable al paladar.

Vale la pena recalcar, que si existiere alguna no detectada, la investigacion en curso
es valida, ya que las patentes de productos comerciales, su composicion en cuanto a
sus ingredientes, como también sus dosis de aditivos no se presentan ni se conocen a
la luz publica. Para el caso de este estudio, se desarrolla un quimioacidulante;
generando una mezcla de GDL y de &cidos organicos (formico y lactico), comestible,
para lo cual se determinan las dosis optimas de cada componente usado; que para

efectos de esta investigacién, se denomina en lo adelante (QMA).

Segun Avila (2022), tanto la Comunidad Europea (CE) como en (USA), para
aprobar un estabilizante acido a base de materia organica, solo exigen medir: pH,
metano, butirato, amonio, clostridios, absorcidn, digestibilidad, presion osmdtica,
todos en condiciones aerobias y en condiciones anaerobias. Normativa poco rigurosa
y, como es en general para normas de marcas comerciales no muestran sus dosis de
cada componente ni explican el fundamento molecular de los procesos bioquimicos ni
fisiolégicos del uso de los aditivos incorporados en el control de (variables

extracelulares indicadoras de potenciales cambios fisicoquimicos y microbioldgicos).

Puede observarse que no incluyen las variables: potencial redox, conductibilidad
eléctrica, capacidad buffer, ni solidos disueltos totales moleculares; que son variables
0 parametros externos indicadores del control de variables fisicoquimicas, bioquimicas

y fisioldgicas del desarrollo de actividades de modificacion de las propiedades
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organolépticas propias de los alimentos a consecuencia de proliferacion de
microrganismos putrefactivos; estas son variables claves que ejercen control molecular
sobre las actividades metabolicas. Asi, a través del control inducido de la
activacion/inhibicion de las actividades del metabolismo celular, sobre todo en
procesos claves como el desarrollo, crecimiento, la proliferacion, la diferenciacion e
incluso en la sobrevivencia celular; ya que como consecuencia la mezcla obtenida y

aplicada al embutido, se modifica el sustrato donde se incorpord, (activa o inhibe).

Un ejemplo claro lo constituye el sistema del metabdlico respiratorio, como el de
las NADH oxidasas y NADPH oxidasas y en general las enzimas inductora de
activacion/inhibicion de las actividades de las mitocondrias, bien en forma directa
(halosterismo/retroaccion). Siendo el halosterismo el proceso en el que la unién de un
compuesto a un sitio topolégicamente distinto del centro activo de una proteina afecta
a la actividad de la misma, generalmente por provocar un cambio conformacional.
Ejemplo, la modificacién del ADNm (ADN mitocondrial) permitiendo controlar la
expresion génica fenotipica diferencial de intermediarios metabdlicos, sin modificar el

ADN nuclear, ni extra nuclear.

Al respecto, los referentes de interés que aportan a la investigacion sobre uso de
acidos organicos en la estabilizacion bioldgica de materia orgénica con alta humedad,
alto valor nutritivo y muy perecedero, se muestran a continuacion:

Garcia (1999); Luque (2012); Avila (2013); Ramirez y Latoucht (2014) y Ruiz
(2015), encontraron excelentes resultados en el ensilado quimico a base de materia
organica perecedera (residuos de y pescados infravalorados), al mejorar la estabilidad
de conservacion en almacenamiento bajo condiciones ambientales, sin refrigeracion.
Garcia (2005) y Luque (2012), obtuvieron ensilados quimicos de residuos generados
en el proceso de despulpado mecéanico de la cachama hibrido (Colossoma x Piaractus),
optimizando estadisticamente el proceso, obteniendo una mezcla de residuos generados
en el proceso de despulpado de cachama; (cabezas, visceras, piel, escamas, espinas,

huesos, etc). Estos fueron molidos, agregandole 2,51 % de &cido férmico al 85%, a una
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temperatura de operacién de 36,3 °C y en 23,9 horas se obtuvo un ensilado estable, con
un pH de 4,34 unidades.

Por otro lado, Lee et al., (2002), estudiando el efecto de los acidos citrico y acido
acetico, sefialan que ambos acidos tienen propiedades antimicrobianas, son efectivos
contra patdgenos diferentes. El acido citrico es mas efectivo contra bacterias Gram
positivas (+), como Clostridium, perfringens; mientras el &cido acético es méas efectivo
contra bacterias Gram negativas (-), como la Salmonella spp y Echerichia, coli. La

combinacion de ambos no muestra sinergismo o antagonismo.

Sobre la estabilizacion microbioldgica y conservacion de productos, residuos y
subproductos, muestran que la aplicacion de la tecnologia con mezclas de aditivos
acidulantes organicos con efectos adicionales de bactericida y fungicidas es una potente
alternativa en la conservacion de estos productos organicos inestables, son de facil

desarrollo y de bajo costo, por ello su viabilidad logistica posible.

Sin embargo, su aplicacion a nivel artesanal, semi-industrial e industrial es
deficiente, debido a la falta de investigacion, desarrollo y/o adaptacién de estas
tecnologias. Es necesario planificar, desarrollar, ejecutar y poner en practica
investigaciones que sean factibles en el mundo real y objetivo, para adaptarlas a
situaciones propias y tipicas de la region de los Llanos Occidentales, area de influencia
de la Universidad “Ezequiel Zamora”; (Luque, 2012; Avila, 2013; Ramirez y Latoutch;
2014, Ruiz, 2015).

En cuanto al uso de acidos organicos, Woolford (1975) y McDonald et al., (1991),
encontraron que los acidos sorbico y benzoico muestran una fuerte actividad
antibidtica; al respecto Driehuis et al. (1996) y Oude Elferink et al., (1999), encuentran
que el género Lactobacillus es un inhibidor muy eficaz del proceso de deterioro

aerobico, esto parece explicarse principalmente por la capacidad que posee para
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degradar bajo condiciones anaerdbicas, el acido lactico en &cido acético y 1,2-
propanodiol, lo cual causa a su vez una disminucion muy significativa del nimero de

levaduras presentes.

Las primeras experiencias en Venezuela se realizaron con pescado en 1984 en el
Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la Universidad Central de Venezuela
(UCV), trabajando con ensilados quimicos de pescados infravalorados para aprovechar
la abundante fauna acompanante del camaron, capturado con redes de arrastre en la
zona oriental del pais, Bello (1987). Este ensilado se elabord con el 60% de los residuos
frescos y molidos, a la cual se afiadi6 acido férmico con una concentracién del 85%.
Se agregd al 3,5 % en funcion del peso de los residuos molidos, controlando el tiempo

y la temperatura ambiente del ensayo, Luque (2006)

2.4. Tecnologias emergentes redox en el control del crecimiento y desarrollo
microbioldgico

La sobrevivencia en presencia acido organicos extracelulares y ocasionalmente
intracelulares induce al estrés acido extracelular y es intensificado por la presencia de
acidos grasos de cadena corta (de 2 a 6 &tomos de carbono, siendo los principales el
acido acético [acetato], el propidnico [propionato y el butirico [butirato]), altas
concentraciones de los cuales son producidos como sub productos de fermentacién por

la microflora existente.

Estos acidos débiles impregnan la membrana celular en forma no disociada (sus
sales), de esta forma permean dicha membrana y entran a la célula y al disociarse dentro
del citoplasma (eventualmente en el citosol de los organulos), entregan protones y
deprimen el potencial redox interno, asi como la entrega de una correspondiente
cantidad del anion acido a lo interno celular. La extension de este proceso esta
determinada por el potencial transmembrana, que es mas pronunciada en un ambiente

enriquecido con acidos organicos extracelular, fundamentalmente en forma de sales.
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Por lo tanto, los &cidos organicos (solo sales o sus esteres) penetran en la membrana
e intensifican el estrés de acidez extracelular y eventualmente la intracelular
(Kirkpatrick, et al., 2001). Fundamentacién que debe considerarse en funcion del pKa
de cada sustancia usada para generar la mezcla quimioacidulante. El acetato y el
formiato son los principales productos de fermentacidn de bacterias y levaduras. Por
debajo de pH 7,0 y a potencial redox muy bajo, el equilibrio cambia a lactato. Cuando
se aporta una sobre oferta extracelular de acetato o formiato, por retroaccion y

halosterismo retarda el crecimiento de algunas especies de bacterias.

Posteriormente, Peng, et al., (2015), mostrd que el acetato a un potencial redox de
(-138 mV) y el formiato a un potencial redox de (-160 mV), puede ser usado como
sistema tecnoldgico epigenético para el control del potencial redox, en la
activacion/inhibicion. Siendo la epigenética un campo de investigacion que ha
experimentado un ‘boom’ en los ultimos afnos gracias al avance en las técnicas que
facilitan su estudio. Se centra en los cambios producidos en el DNA e histonas que
modifican la estructura de la cromatina sin afectar a la secuencia de nucle6tidos pero
produciendo cambios en la expresion génica.

En http://commonfund.nih.gov/epigenomics/figure.aspx (National Institutes of Health)

Las histonas son un grupo de proteinas basicas de pequefio tamafio presentes en las
células eucariotas, involucradas en el empaquetamiento del ADN formando la fibra de
cromatina. Las histonas se unen al ADN, ayudan a dar su forma a los cromosomas y
ayudan a controlar la actividad de los genes. Existen cinco familias que se clasifican
en histonas del core (H2A, H2B, H3, H4) e histonas linker (H1). Existen diversas
modificaciones de las histonas: metilacion, acetilacion, ADP-ribosilacion,
ubiquitinacion, citrulacion y fosforilacion. Siendo las histonas un tipo de proteinas que

se encuentra en los cromosomas. Obsérvese la figura. ...


http://commonfund.nih.gov/epigenomics/figure.aspx
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Figura 02. Impacto del control epigenético: las modificaciones bioquimicas del ADN
(metilacion, hexagonos pequefios) y las histonas (metilacion, hexagonos grandes),
acetilacion (triangulos) y fosforilacién (circulos), ocurren como respuesta.

Fuente: https://www.researchgate.net/figure

El término epigenética fue acufiado por C.H. Waddington en 1942 para referirse al
estudio de las interacciones entre los genes y el ambiente que se producen en los
organismos. El bidlogo lo definié como el estudio de todos los eventos que llevan al
desenvolvimiento del programa genético del desarrollo o el complejo proceso de
desarrollo que media entre genotipo y fenotipo. Se refiere al estudio de los factores
que, sin corresponderse a elementos de la genética clasica, juegan un papel muy
importante en la genética moderna interactuando con estos. En biologia, la epigenética
es el estudio de los cambios fenotipicos estables que no implican alteraciones en la
secuencia del ADN. El prefijo griego “epi”, en epigenética implica caracteristicas que
estan "sobre" o "ademas de" la base genética tradicional.

El potencial redox extracelular y las otras variables consideradas (pH,

conductividad eléctrica, solidos disueltos totales, capacidad buffer, contaje bacteriano),


https://es.wikipedia.org/wiki/Conrad_Hal_Waddington
https://es.wikipedia.org/wiki/Gen
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coadyuvan a activar/inactivar la homeostasis redox intracelular y el metabolismo; en
consecuencia, controlan los perfiles de los productos de degradacién microbiolégica,
de tal manera que estas variables aunados al factor ambiental extracelular proporciona
una alternativa para el monitoreo y control de estos procesos metabdlicos. Mostrando
esta investigacion en el impacto del potencial redox en la expresion epigénica de
biosintesis de proteinas y metabolismo respiratorio. Lograndose utilizar el potencial
redox como estrategias de control para aumentar la eficiencia de produccion de

sustancias acidos lacticos (Liu, et al., 2012).

Por otro lado, los experimentos patentados sobre materia vegetal, no aseguran
periodos de vida largos; ni miden, ni controlan el potencial redox (POR), la
conductividad eléctrica (CE), ni los sélidos disueltos moleculares totales (SDT); que
son pardmetros indicadores fundamentales de cambios fisicoquimicos y
microbioldgicos de control de cambios metabdlicos sobre la modularidad natural del

metabolismo celular de microrganismos.

Discusion y aporte Luque (2022), en ensilado bioldgico con lactobacilos lacticos, la
fermentacion genera &cido lactico y es este quien controla el potencial redox-pH, que
hacen que las bacterias y hongos deteriorativos reduzcan o se detengan la velocidad
de las reacciones de la cadena respiratoria. Avila y Rivas (2019), recomiendan
ahorrarse el proceso de cultivo bioldgico y agregar el acido lactico directamente en
dosis proporcionalmente altas, para una estabilizacién casi instantanea. El ensilado
bioldgico tiene el consiguiente inconveniente de que el &cido lactico estd presente en
bajas dosis y es consumido posteriormente por microorganismos, quedando

desprotegido el material organico en el mediano y largo plazo.

Al respecto se detecta que en la gran mayoria de investigaciones sobre conservacion
de alimentos, no se estudian las variables que en definitiva son los indicadores basicos

de la capacidad de cambios fisicoquimicos y microbioldgicos que pueden
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activar/inhibir las rutas o actividades metabolicas de los microorganismos putrefactivos

presentes en dichos alimentos (embutido).

Sin embargo, por ser dichos aportes de investigacion cientifica pura, muy precisa
en procesos especificos moleculares, presenta la deficiencia de la no exploracion
multivariada, y no se usan los métodos estadisticos de optimizacion multiobjetivo,
multifactoriales, donde se sometan a simulacion con la generacion y expresion de

metamodelos, modulados; de alli el interés del desarrollo de esta tesis.

2.5. Uso de &cidos organicos en alimentos de alta hamedad de origen pesquero,
como estabilizante biol6gico

En base la revision bibliografica preliminar sobre el deterioro, dafio, pérdida y
extincion de la calidad de vida util y, del desarrollo de tecnologias sobre conservacion
de productos terminados derivados de origen animal o pesquero usando tecnologia de
control redox extracelular; también se detecta en la literatura que se aplica un solo acido
y no se aplican mezclas, que se pueden obtener mediante el uso de herramientas

estadisticas robustas de optimizacion.

En consecuencia, en nuestro pais, se han desarrollado experiencias e investigaciones
en la Universidad Nacional Experimentales de los Llanos Occidentales “Ezequiel
Zamora”, Vicerrectorado de Infraestructura y Procesos Industriales -UNELLEZ-VIPI-
y las mas pertinentes son, Luque (2012) y Avila y Rivas, (2019) y, en otra fuentes, se
detectaron, Suarez y col. (2018); Bausson y Sanchez, (2018), Banco Mundial (2018),
CEPAL (2019) y Bertelsmann Stiftung, (2019).

2.6. Uso de los diseiios de muestreo estadistico del tipo “Llenado de espacio”
(Space filling), Hipercubo latino

En lo que respecta a la co-optimizacién de procesos multirespuesta, multifactoriales,
ajustandolos a modelos lineales aditivos con términos cuadraticos e interacciones de

alto orden, deben usarse softwares estadisticos especializados. Avila (2012); muestra
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un procedimiento didactico para realizar este proceso en el software JMP (John’s
Macintosh Program) version 8 (2010), encontrandose un ejemplo de aplicacion de esta
metodologia, Avila (2014).

El software John’s Macintosh Program (JMP version 8, 2013), expone las
perspectivas y el contexto del uso tipico de los disefios de muestreo Space filling,
asumiendo que, en una situacion real, un investigador, dispone de un modelo
matematico con excelente bondad de ajuste de un proceso y cuando se conoce el rango

de prueba valido para los factores experimentales (Xijk).

En cuanto a utilizacion de disefios de muestreo estadisticos robustos como los de
llenado de espacio (Space filling), y de métodos avanzados de optimizacién via
simulacidon acotadas con funciones de deseabilidad y modulada con reglas difusas, son
eficientes. Entre las investigaciones exploratorias que aportan DICs a esta
investigacion, pueden citarse: Machin (1986), Toledo y Col. (2007), Ruiz (2015),
Ramirez y Latouchet (2014), Ruiz (2015) y Avila y Rivas (2019).

Ramirez y Latouchet (2014), Ruiz (2015) y Avila y Rivas (2019), en
investigaciones exploratorias, utilizan disefios de muestreo estadisticos robustos en la
investigacion de mezclas de &cidos organicos comestibles para la estabilizacion
bioldgica de residuos organicos animal. Los resultados permitieron almacenar residuos
organicos humedos animal al ambiente microaerdfilo, sin deterioro aparente;
contribuyendo estos DICs a la investigacion en curso, aportando valores medidos de
los &cidos usados. Sin embargo, no adicionan sales, ni azucares como efectores de

control bioldgico.

2.7. Bases teoricas

2.7.1. Generalidades. (Términos basicos)

Productos alimentarios, todas las materias primas no nocivas, en sentido absoluto o
relativo que con o sin valor nutritivo, puedan ser utilizadas en la alimentacion.

Alimento conservado, son los que después de haber sido sometidos a tratamientos
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apropiados, se mantienen en las debidas condiciones higiénico-sanitarias para el
consumo humano durante un tiempo variable. Alimentos perecederos, son los que por
sus caracteristicas, exigen condiciones especiales de conservacion en sus periodos de
almacenamiento y transporte. Alimento alterado, todo alimento que durante su
obtencion, preparacion, manipulacion, almacenamiento o tenencia y por causas no
provocadas deliberadamente, haya sufrido variaciones en sus caracteres
organolépticos, composicion quimica o valor nutritivo, que su aptitud para la
alimentacion haya quedado anulada o sensiblemente disminuida, aunque se mantenga

inocuo. Codigo Alimentario Espariol (1992).

La manipulacion de variables inducidas extracelulares (epigenética) en la
estabilizacion bioldgica de productos alimenticios reside fundamentalmente en el
control del metabolismo celular de los microorganismos (deteriorativos o
putrefactivos), fundamentalmente en el control desde lo extracelular de la actividad
mitocondria-reticulo sarcoplasmico vy, la epigenética mas factible y sustentable es la
adicion de compuestos extracelular comestibles (acidos con actividad redox o bases
con actividad redox) que modulen el potencial redox extracelular y sus consecuencias
redox intracelulares, en la activacion/inhibicion del metabolismo respiratorio;
fundamentado en los procesos de sefializacion molecular epigenéticos (Anexo 1),

procedimientos recomendados por Avila y Rivas, 2019; Dominguez, 2019).

Sin embargo, una adecuada gestion epigenética requiere conocer en forma holistica
y compleja, las rutas metabolicas o rutas del metabolismo energético celular
microbiano. Las mitocondrias, requieren potenciales redox intracelulares mayores a
750 mV hasta 1220 mV para que haya respiracion aerdbica; si este potencial redox
(mV) es modificado y mantenido a potenciales mucho menores positivos, cercanos a
cero 0 negativos, pues la actividad de las P450 NADPH reductasa y las P450 oxidasas
(captadoras de oxigeno y generadoras de poder reductor), se vera afectada, y asi la
produccién de Adenosintrifosfato (ATP), provocando un control inhibitorio del

metabolismo respiratorio.
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El Adenosindisfosfato (ADN) mitocondrial codifica varias proteinas involucradas
en la produccion de energia celular y en los procesos de fosforilacion oxidativa. Por lo
tanto, el entorno que rodea la mitocondria y el ADN mitocondrial estan expuesto al
dafo oxidativo y a gestiones epigenéticas, producido por los radicales libres generados
por el metabolismo respiratorio y por tratamientos extracelulares. Si a esto se le afiade
el hecho de que el material genético de las mitocondrias no esta protegido por histonas
como lo esta el ADN nuclear, y que los mecanismos de reparacion de dafios el ADN
mitocondrial son poco eficientes en las mitocondrias, se obtiene como resultado que la
tasa de mutacion aumenta hasta ser 10 veces mayor que la del genoma nuclear; esto es
bueno en tratamientos antimicrobianos, mas no asi en animales o humanos (EcuRed,
2018).

Este principio esta dentro de proximas investigaciones de ser aplicado en ingenieria
epigenética metabdlica, tanto en humanos como en animales y en conservacion de
alimentos (Dominguez, 2019). Por ello, para el avance en el desarrollo de nuevos
productos en alimentos basados en esta tecnologia, es indispensable el conocimiento
de cada fase del metabolismo respiratorio celular y su fisiologia integrada para poder
descubrir en cada etapa del proceso fisiologico, las posibilidades o alternativas
tecnoldgicas extracelular para su gestion epigenética eficiente (Avila y Rivas, 2019;
Dominguez, 2019; Nufiez, et al. 2021)

Al respecto, a continuacién se describen las rutas y etapas claves del metabolismo
respiratorio celular en la produccion de energia en forma de ATP y que se requieren
conocer detalladamente para poder crear estrategias tecnoldgicas logicas y eficientes

en el area de conservacién de alimentos.

2.7.2. Factores que influyen de la inhibicion y activacion de reacciones
generadoras de energia en la célula
2.7.2.1. La glucolisis

Los cambios que puede experimentar la célula dependen esencialmente de los

compuestos fosfatos ricos en energia y de los mecanismos que intervienen en su sintesis
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y degradacidn, siendo la glucdlisis uno de los procesos implicados. Mediante una serie
de reacciones y accion enzimatica la energia quimica potencial de la molécula de
glucosa es utilizada en la sintesis de ATP. Mediante la oxidacion aerdbica la glucosa
es completamente oxidada a CO>, por conversion a acido piravico y oxidacion del &cido
piravico a CO2 por el Acetil coenzima A, segun el ciclo del acido tricarboxilico y su
correspondiente fosforilacién White et.al., (1964) citado por Price (1976). La glucdlisis
es el proceso de convertir la glucosa en piruvato y generar pequefias cantidades de ATP

(energia: 3,75 Kcal/g en condiciones estandar) y NADH (poder reductor).

Es por ello, que una intervencion extracelular de un sustrato, puede cambiar las
condiciones naturales fisiologicas y activar/reprimir otras rutas alternativas no
comunes como se muestran en la figura 03, siguiente. Asi, las restricciones
termodindmicas y biofisicas restringen las alternativas bioquimicas que estan abiertas
a la evolucidn, y sugieren que la via existente de glucolisis y gluconeogénesis puede
manipularse extra celularmente para cambiar su ruta habitual y ejercer un mayor
control microbiolégico (Court, et al., 2015). La glucolisis es la ruta metabdlica
encargada de oxidar la glucosa con la finalidad de obtener energia para la célula.
Consiste en 10 reacciones enzimaticas consecutivas que convierten a la glucosa en dos
moléculas de piruvato, el cual es capaz de seguir otras vias metabdlicas y asi continuar

entregando energia al organismo.

Esta ruta se realiza tanto en ausencia como presencia de oxigeno. El tipo de
glucolisis mas comun es la via de Embden-Meyerhof y una glucolisis alternativa es la
de Entner-Doudoroff, que son exclusivas de un nimero reducido de microorganismos
carentes de la ruta Embden-Meyerhof; esto es debido fundamentalmente a deficiencias
de enzimas, entre ellas la fosfofructoquinasa-1 (PFK-1: EC 2.7.1.11), la enzima clave
fundamental de la glucolisis (cambio en la energia libre de —14,2 kJ/mol, por lo que es
irreversible). Es una enzima alostérica compuesta de cuatro subunidades y controlada
por varios activadores (altos niveles de ADP, altos niveles de NADH+ y bajos niveles

de ATP) e inhibidores (bajos niveles de ADP y bajos niveles de NADH+ y altos niveles
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de ATP). La PFK-1 cataliza la fosforilacion de la fructosa-6-fosfato con gasto de una

molécula de ATP para formar fructosa-1,6-bisfosfato y ADP (Papagianni, 2012).

La glucdlisis es la via principal del metabolismo de la glucosa (y de otros

carbohidratos, ver figura 03). Ocurre en el citosol de todas las células, y puede

funcionar tanto de forma aerobia como anaerobia, segun la disponibilidad de oxigeno

y de la cadena de transporte de electrones y, por tanto, de la presencia de mitocondrias.

El primer paso en la glucolisis es la conversién de glucosa en glucosa 6-fosfato (G6P)

mediante la adicion de un fosfato, un proceso que requiere una molécula de ATP para

obtener energia y la accion de la enzima hexoquinasa. La glucélisis se produce en el

citoplasma de células animales, vegetales y en algunos microorganismos.
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Figura 03. Esquema simplificado del proceso de la glucolisis

Fuente: https://www.significados.com/glucolisis/

La regulacion alostérica o por retroaccion de la glucdlisis se regula enzimaticamente

en los tres puntos irreversibles de esta ruta metabolica (enzimas claves). Esta tecnologia

debe desarrollarse para lograr beneficios de conservacién y econdmicos en la

produccion de alimentos altamente perecederos.
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La fosfofructoquinasa-1 es la enzima principal de la regulacion de la glucdlisis, actda
como una clave de acceso, si esta activa cataliza muchas reacciones y se obtiene mas
fructosa-1,6-bisfosfato, lo que permitira a las enzimas siguientes transformar mucho
piruvato. Si esta inhibida, se obtienen bajas concentraciones de producto y por lo tanto
se obtiene poco piruvato. Esta enzima es controlada por regulacion alostérica: por un
lado se activa por concentraciones elevadas de ADP y AMP, inhibiéndose en
abundancia de ATP y citrato (por esta ultima experiencia es que se usa la adicion de
citrato en alimentos), y por otro se activa en presencia de un regulador generado por la
que es la fructosa-2,6-bisfosfato, que no es un metabolito ni de la glucolisis ni de la
gluconeogeénesis, sino un regulador de ambas vias (Papagianni, 2012).

El Adenosintrifosfato: inhibe esta enzima pues si hay una alta concentracion de ATP
entonces la célula no necesita generar mas. Citrato: si la concentracion de citrato es alta
el Ciclo de Krebs va mas despacio de lo que el sustrato (acetil-CoA) llega para
degradarse, y la concentracion de glucosa sera mas alta. En el Ciclo de Krebs se
produce mucho NADH y FADH2, para que funcionen se han de reoxidar en la cadena
de transporte electrones creando gradiente de protones, si el gradiente no se gasta las
coenzimas no se reoxidan y el Ciclo de Krebs se detiene. EI Adenosinmonofosfato y el
Adenosin monofosfato: la alta concentracién de estas moléculas implica que hay una
carencia de ATP, por lo que es necesario realizar glucdlisis, para generar piruvato y

por ende energia.

Cualquier factor del entorno que afecte la estructura cuaternaria de las proteinas de
la membrana y cualquier factor que afecte el potencial transmembrana; afectan la
actividad global del metabolismo respiratorio. La membrana plasmatica de las células
es impermeable a la glucosa. Para llevarla dentro de ella utiliza transportadores
especiales, de tal manera que el transporte de la glucosa a traves de las membranas
biolégicas requiere de proteinas transportadoras especificas. El transporte de la
glucosa, asi como de otros solutos, a través de la membrana celular puede dividirse en

dos grandes tipos, el transporte activo y el transporte pasivo. En bacterias el sistema
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mas extendido y eficiente de transporte de azUcares es el sistema fosfotransferasa. Por
ello, cualquier efecto sobre las proteinas de membranas, sobre la conformacion de la
membrana o sobre el potencial transmembrana, afectara la entrada de sustratos y en

consecuencia afectara el metabolismo respiratorio (Papagianni, 2012).

2.7.2.2. El ciclo de Krebs

El ciclo de Krebs (ciclo del acido citrico o ciclo de los &cidos tricarboxilicos) es una
sucesion de reacciones bioquimicas, que forma parte de la respiracion celular, donde
es liberada energia almacenada a través de la oxidacion del Acetil-CoA derivado de
carbohidratos, lipidos y proteinas en didxido de carbono y energia quimica en forma
de ATP. En la célula eucariota, el ciclo de Krebs se realiza en la matriz mitocondrial.
En las células procariotas (no tiene el ndcleo celular diferenciado mediante una
membrana: bacterias y arqueas) llevan a cabo la respiracion celular en el citoplasma o
en las superficies de membranas internas de las células. Las arqueas y las bacterias son
procariontes, seres vivos unicelulares cuyo material genético no esta encerrado en un
compartimiento intracelular, ver figura 04. Inicialmente las arqueas eran
consideradas bacterias, y de hecho se las conocia como arqueabacterias. El Ciclo de
Krebs fue descubierto por Hans Adolf Krebs en 1937.

Figura 04. Reino arquea. Arqueas termoacidofilas, haldfilas

Fuente: https://cerebromedico.com/ciclo-krebs/
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El ciclo de Krebs proporciona precursores de ciertos aminoécidos, asi como el
agente reductor NADH que se utiliza en numerosas reacciones bioquimicas. Su
importancia central para muchas vias bioquimicas sugiere que es uno de los primeros
componentes establecidos del metabolismo celular (ChemEvol, 2020). El objetivo del
Ciclo de Krebs es la produccion de NADH y FADH, compuestos necesarios para la
formacion de ATP en la cadena respiratoria.

La funcion bésica del ciclo de Krebs no es producir ATP, el ciclo de Krebs se
encarga de liberar grandes cantidades de electrones y protones que seran transportados
hacia la cadena respiratoria a través del NAD™. En resumen del ciclo de Krebs o del
acido citrico, es una serie de reacciones que toman acetil CoA y produce dioxido de
carbono, NADH, FADH2 y ATP. El ciclo del &cido citrico, también conocido como el
ciclo de Krebs o el ciclo TCA, es una serie de reacciones quimicas para liberar la
energia almacenada a través de la oxidacion del Acetil-CoA derivado de los
carbohidratos, las grasas y las proteinas, como puede observarse en la figura 05.
Parrales Lopez, Hugo Daniel. 2021. «Ciclo De Krebs». Cerebro Medico.

En https://cerebromedico.com/ciclo-krebs/
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Fuente: https://cerebromedico.com/ciclo-krebs/

En total se generan diez (10) reacciones en el Ciclo de Krebs pero Unicamente ocho
(8) enzimas. De tal forma que algunos autores consideran que en realidad solo ocurren
ocho (8) reacciones. Hay que acotar que las primeras enzimas realizan 2 reacciones
cada una, por lo que son 10 reacciones en total. En organismos que utilizan oxigeno
para respirar, el ciclo de Krebs es parte de la via catabélica que realiza la oxidacién de
glucidos, acidos grasos y aminoacidos hasta producir CO-, liberando energia en forma
utilizable ATP y poder reductor.

En https: //es.khanacademy.org
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El metabolismo oxidativo de glucidos, lipidos y proteinas frecuentemente se divide
en tres etapas, de las cuales el ciclo de Krebs supone la segunda. En la primera etapa,
los carbonos de estas macromoléculas dan lugar a acetil-CoA, e incluye las vias
catabolicas de aminoacidos (p. ej. desaminacion oxidativa), la beta oxidacion de acidos
grasos Y la glucdlisis. La tercera etapa es la fosforilacion oxidativa, en la cual el poder
reductor (NADH2, NADPH: y FADH>) generado se emplea para la sintesis de ATP

segun la teoria de produccion de energia celular (ChemEvol, 2020).

El ciclo de Krebs también proporciona precursores para muchas biomoléculas,
como ciertos aminoacidos. Por ello se considera una via metabdlica, catabdlica y
anabdlica al mismo tiempo (ChemEvol, 2020). Muchas de las enzimas del ciclo de
Krebs son reguladas por retroalimentacion negativa, por unién alostérica del ATP, que
es un producto de la via del metabolismo respiratorio y un indicador del nivel

energético de la célula.

Entre estas enzimas, se incluye el complejo enziméatico de la piruvato
deshidrogenasa que sintetiza el acetil-CoA necesario para la primera reaccién del ciclo
a partir de piruvato (mediante una reaccion irreversible), procedente de la glucolisis o
del catabolismo de aminoacidos. También las enzimas citrato sintasa, isocitrato
deshidrogenasa y a-cetoglutarato deshidrogenasa, que catalizan las tres primeras
reacciones del ciclo de Krebs, son inhibidas por altas concentraciones de ATP y frena
este ciclo (ChemEvol, 2020). Algunas enzimas son también reguladas negativamente
cuando el nivel de poder reductor de la célula es elevado. EI mecanismo que se realiza
es una inhibicion competitiva por producto (por NADH) de las enzimas que emplean
NAD" como sustrato. Asi se regulan, entre otros, los complejos piruvato

deshidrogenasa y citrato sintasa (ChemEgvol, 2020).

Las principales vias de produccion de energia a nivel de la célula (ATP celular) son
la glucdlisis, el ciclo del acido citrico (TCA) y la fosforilacion oxidativa. El control

coordinado de estos tres procesos regula la sintesis de ATP. El control de la



o1

fosforilacion por la relacion de accién de masas del ATP depende del aporte preciso de
electrones en la cadena transportadora. Esto a su vez depende de la relacion [NADH]/
[NAD™] que se conserva elevada por la accién de la glucdlisis y el ciclo de Krebs.
Este control coordinado se lleva a cabo mediante la regulacion de las reacciones
enzimaticas propias del control de la glicolisis y las enzimas claves del ciclo de Krebs
(piruvato deshidrogenasa, citrato cintasa, isocitrato deshidrogenasa y a-cetoglutarato

deshidrogenasa).

2.7.2.3. El ciclo del acido citrico y fosforilacion oxidativa

Esto comprende una serie de reacciones que tiene lugar en las mitocondrias.
Comprende la combinacion de una molécula de Acetil colina A. Como resultado de
este ciclo se producen tres moléculas de NADH y una de FADH por cada molécula
Acetil-CoA metabolizada. Hui, et.al (2006)

2.7.2.4. Poder reductor de la carne

La oxidacion de sustratos, particularmente glucosa por accion de enzimas trae una
constante disponibilidad de coenzimas con capacidad reductora como la NAD (Nicotin
Amida Dinucleotido), que intervienen manteniendo el hierro de los pigmentos
mioglobina y hemoglobina en estado reducido. Hasta el momento en que los sustratos
oxidables estén presentes en la carne (pulpa de pescado), pero a partir de su terminacion
y que han sido totalmente usados, el poder reductor de la carne se pierde, influenciando

este proceso el color de la carne y sus derivados. Garcia, (2008)

2.7.2.5. La epigenética en el control de procesos o rutas metabdlicas en
microorganismos

En epigenetica, los investigadores han estudiado estos mecanismos epigenéticos,
que incluyen procesos moleculares como la metilacion de ADN, modificaciones de las
histonas y los ARN no codificantes como el ARNmitocondrial, que permiten la

activacion o la represion de los genes jugando un papel relevante en los numerosos
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procesos bioldgicos, en respuesta a cambios ambientales extracelulares; todo esto es el
area de influencia de estudio de la epigenética.

Diferentes alteraciones de los patrones epigenéticos de las cientos de células
diferentes (en una misma especie) tienen importantes consecuencias fisioldgicas y son
un componente central en el desarrollo de muchos cambios metabdlicos celulares. Se
ha demostrado, que si una especie no trae consigo la informacion genética especifica
para una determinada adaptacion, pues no podra expresarla bajo ninguna circunstancia
y de alli lo fundamental de las diferencias entre especies y las diferencias dentro de la

misma especie.

Asi, entonces las tecnologias epigenéticas, es un area de investigacion relacionada
con el estudio de la expresion genica, sin modificar la secuencia del ADN, en funcion
de cambios ambientales extracelulares inducidos. Es muy comdn en alimentos decidir
la valoracion del pH de un sustrato, sin considerar la valoracion del potencial redox y
su interaccion. No se considera tampoco la interaccion con la conductividad eléctrica
y los sélidos disueltos total moleculares. Ademas dejando de lado las interacciones y
respuesta global a la composicién del medio. Ha habido ademas un enclaustramiento
sobre la relacion aerobiosis/anaerobiosis como los responsables Unicos de cambios del
potencial redox y; que es esto y el pH quien dirige el crecimiento y desarrollo de

microorganismaos.

Mediante la informatica (inteligencia artificial, computacion inteligente), se ha ido
demostrando que muchos antiguos investigadores de la biologia y evolucion de las
especies de vida como Lamarck (Jean-Baptiste de Lamarck: 1744-1829), Darwin
(Charles Robert Darwin: 1809-1882) y Wallace (Alfred Russel Wallace: 1823-1913),
que con mucha observacion cientifica ambiental, produjeron y acertaron muchos

principios, con mucho razonamiento légico difuso, aun con sus errores y aciertos.
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Estos preceptos estdn cambiando rapidamente, fundamentalmente con el apoyo del
desarrollo de tecnologias de la informatica, del disefio de muestreos estadisticos
experimentales robustos, de programas informaticos de simulacion, modulados con
funciones de reglas difusa multimétrica y sistemas de visualizacion interactivas. Todo
en forma y en tiempo real para realizar experimentacion determinista con datos
estocasticos obtenidos en laboratorios y en tiempo real; que permiten realizar
experimentos complejos, con alta cantidad de variables y con distintas deseabilidades
de respuestas (Avilay Rivas, 2019; SAS JMP Pro 15, 2019; SAS JMP Genomics, 2019;
Alvarez, 2021).

2.7.2.6. Respuesta a los procesos epigenéticos de modulacion de genes en respuesta
al estrés ambiental inducido extracelular

La epigenética se ha definido como el estudio de los mecanismos que regulan la
expresion de los genes sin una modificacion en la secuencia del ADN ni del ndcleo
(99% del ADN: define el genotipo) ni de los organulos (1% del ADN: define el
fenotipo). Es decir, que la epigenética refiere el estudio de genética no mendeliana
fenotipica que es requerida para el control del conjunto de reacciones quimicas y demas
procesos que modifican la actividad del ADN pero sin alterar su secuencia y, que son
heredables. Esto establece el precepto de que los genes se expresan en respuesta a las
condiciones ambientales e influyen en la genética fenotipica de los organismos (Iridoy,
etal., 2017; Berger, et al., 2009).

Los factores genéticos que son determinados por el ambiente celular extracelular
(en lugar de la herencia), intervienen en la determinacion de la ontogenia (etapas de
desarrollo de un organismo y que igualmente interviene en la regulacién heredable de
la expresion génica fenotipica sin cambios en la secuencia de nucleétidos. (Iridoy, et
al., 2017; Berger, et al., 2009). Como ejemplo se puede citar, la modificacion de
histonas: incluye acetilacion, metilacion y fosforilacion. También hay que indicar que
la célula no puede sintetizar los organulos de la nueva expresion; por ello, ademas de

la informacion que contiene el ADN, una célula necesita informacion epigenética en
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forma de al menos una proteina caracteristica en la membrana del organulo que se
quiera sintetizar. Esta informacion se transmite desde la membrana de los progenitores

a la de la progenie en forma del propio organulo.

Del mismo modo, aunque las modificaciones epigenéticas no implican en el proceso
un cambio en la secuencia de nucleotidos del ADN, sino que consisten en un cambio
en la expresion y funcién de los genes, la seleccion natural igualmente a partir del
resultado bioldgico de dicha expresion de genes, actuaré sobre el proceso epigenético

y sobre el organismo que lo manifieste.

La influencia de la variable respuesta potencial redox se produce cuando un sistema
bioldgico se altera en respuesta a cambios fisicos o quimicos (extracelular y/o
intracelular). Un cambio quimico en el nivel de especie moleculares como las de
oxigeno reactivo en particular o al cambio en el estado redox de un grupo sensible
como una pareja de ditiol-disulfuro (Rhee, 2006; D'Autreaux y Toledano, 2007,
Fourquet et al., 2008; Janssen-Heininger et al., 2008; Finkel, 2011).

Cuando se manipulan condiciones como los cambios quimicos, como son la
introduccidn de aditivos acidos alimentarios o sus mezclas, que modulan el potencial
redox extracelular, alteran el potencial redox intracelular y modifican el mecanismo de
sefializacion redox celular; alterando moléculas que captura oxigeno, modificando
moléculas de captura y transporte de energia (ADP oxidasas, NADPH oxidasas, entre
otras); que finalmente controlan el metabolismo respiratorio (Duchen, 2004; Murphy,
2009a; Murphy, 2009b: Collins, et al. 2012; Avila y Rivas, 2019; Ai Lab, 2019). Todo
basado fundamentalmente en que la funcion de diferentes proteinas puede controlarse
mediante la oxidacion reversible de aminoacidos, particularmente cisteina y metionina;
donde los aminoacidos cisteina son los sensores mas importantes dentro de las

moléculas sensibles a redox (Wang, et al. 2012).
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Tratamientos tecnoldgicos de conservacion aplicados, como la temperatura, la
presion osmotica solutos), niveles de oxigeno, niveles de didxido de carbono, de
monoxido de carbono, entre otros, genera cambios en la sefializacion redox celular. Por
ejemplo, la temperatura modifica la estructura cuaternaria de las moléculas de
proteinas, de las enzimas y de la membrana celular; reduciendo su capacidad de
reaccion y de sefializacion redox (Ai Lab, 2019).

Por ello es importante conocer los fundamentos bioguimicos y fisioldgico de cémo
se producen y modulan las sefiales redox mitocondriales, los mecanismos por los cuales
las sefiales redox pueden alterar la funcion mitocondrial; que permitan introducir
factores extracelulares y asi poder introducir procedimientos que permitan controlar el
metabolismo celular, en algun sentido deseado. Por ejemplo ajustar potencial redox en
valores grande positivos (>850 mV hasta 1.220 mV) permite funcionar adecuadamente
el sistema enzimatico que captura oxigeno (oxigenasa en la cadena respiratoria de la
mitocondria) y otros transportan electrones en distintos organulos, y asi puede discurrir
la cadena de sefialamiento redox celular necesaria para que ocurra el metabolismo
respiratorio. Al respecto, experiencias indican que induciendo cambios de POR con
adicién extracelular de &cidos o sus mezclas, generando potenciales redox de +100 mV,
cero o valores negativos, inhiben la actividad de la cadena respiratoria (Avila y Rivas,
2019; Ai Lab, 2019).

Las mitocondrias han mostrado ser un importante aspecto de sefializacion del
potencial redox generado por la cadena respiratoria y otros mecanismos metabolicos
centrales dentro de ellas (Balaban et al., 2005; Finkel, 2011; Murphy, 2009a). Ademas,
la matriz mitocondrial es fundamental para el metabolismo, ya que la fosforilacion
oxidativa, el ciclo del acido citrico, tienen lugar alli. Las mitocondrias tienen papeles
clave en la homeostasis y la deteccion de oxigeno (Duchen, 2004; Murphy, 2009a;
Murphy, 2009b). En consecuencia, las mitocondrias son el nlcleo de muchos procesos
bioldgicos, y las sefiales redox hacia y desde este organulo ayudan a integrar la funcion

mitocondrial con la de la célula.
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Las diversas modificaciones que se pueden inducir a nivel celular, sin modificar la
secuencia del ADN, la expresion y desarrollo de una determinada célula variara. Estas
modificaciones daran identidad a la célula. Si bien son estables, pueden ser modificadas
mediante estimulos externos. Los patrones de metilacion se pueden heredar y transmitir
a futuras generaciones. Tanto la metilacion de ADN como la modificacion de histonas
y los ARNmitocondrial estdn sometidas a una estrecha autorregulacion. (Luger, et al.,
1997). Figura 06. La cromatina es el material de que estan compuestos los cromosomas,
y consiste en ADN y proteinas. Las histonas son las proteinas mas abundantes.
Su funcién es la de empaquetar el ADN, organizarlo de forma que permanezca dentro

del nucleo.
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Figura 06. Transcripcion del Adenosintrifosfato (ADN)
Fuente: Vanikova, et al. (2019)

2.7.2.7. Modificacion extracelular de las histonas
En el nucleosoma (unidad fundamental de la cromatina: formados por proteinas
histonas y pares de bases nitrogenadas de ADN; citosina, adenina, guanina), cada una
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de las histonas, altamente conservadas, contiene un dominio globular estructurado, que
interactlia con las otras histonas y el ADN. Las histonas poseen unas colas flexibles
que sobresalen de la superficie lateral del nucleosoma. Las colas flexibles son muy
basicas y son los sustratos para numerosas modificaciones extracelulares y méas de 6
tipos de modificaciones: metilacion, acetilacion, fosforilacion, ubiquitinacion,
biotinilacion, sumoilacion e isomerizacion de la prolina, el nimero de posibles
combinaciones es extraordinariamente elevado (Karli¢, et al., 2010; Mazzio and
Soliman, 2012).

2.7.2.8. La funcion mitocondrial y el efecto del control redox

Las mitocondrias son organulos que llevan a cabo una serie de procesos metabdlicos
importantes, como la oxidacion de &cidos grasos, el ciclo del &cido citrico y la
fosforilacion oxidativa. Sin embargo, este organulo multitarea también genera en forma
normal especies reactivas de oxigeno, necesarias como moléculas de sefializacion
redox. Este tipo de deterioro o desbalance de la actividad mitocondrial puede conducir
a una mayor produccién de ROS y una espiral descendente resultante que atrofia la

capacidad mitocondrial y, por ende deterioro y muerte celular.

Esto es dtil en el control de microorganismos de salud publica y deteriorativos de
productos agroindustriales; porque la acumulacién de mitocondrias disfuncionales esta
relacionada con el envejecimiento y muerte celular. En consecuencia, el control del
potencial redox extracelular celular y el de estos organulos es importante para mantener
la homeostasis celular adecuada. Si la mitocondria es sometida a estrés externo, como
por ejemplo, la aplicacién de &acidos y sales, para el control de potencial redox y
potencial osmético celular; la mitocondria deja de funcionar y las células perecen o

entran en letargo (Shen, et al., 2011).

Existe una creciente evidencia de que las modificaciones extracelulares estan
involucradas en los mecanismos de control (activacién/inhibicion) de rutas metabdlicas

celulares y del crecimiento y desarrollo celular. Este tipo de control se cruza e
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interactla con muchas de las vias o rutas metabdlicas; siendo de gran importancia las
rutas del estrés oxidativo; que incluso controla la apoptosis celular, que se traduce en
un tipo de muerte celular en la que una serie de procesos moleculares en la célula
conducen a su muerte. Este es un método que el organismo usa para deshacerse de
celulas innecesarias o anormales. Asi que cualquier factor externo que modifique el
potencial redox celular (milivoltios), podria controlar la epigenética celular y por tanto

sus caracteristicas fenotipicas (Pfeilschifter, et al., 2003; Cyr and Domann, 2011).

Estos autores, muestran que la aplicacion extracelular con acidos organicos o sus
mezclas, sus sales y/o sus esteres, modifican el potencial redox y ejercen control sobre
la sefializacion redox y finalmente modifican la velocidad de reaccion del metabolismo
respiratorio, este o no presente el oxigeno; resultados que proporcionan nuevos
conocimientos sobre el papel de los acidos organicos aplicado extracelularmente en la
regulacion de la sefializacion celular redox. Por ejemplo una célula funcional
estrictamente aerobica en un medio con abundante oxigeno disponible, pero un medio
con un potencial redox entre 0 y 250 mV, es incapaz de ejecutar la cadena respiratoria;
con sus eventuales consecuencias en el ciclo de Krebs y en la glucolisis. (Ver figura
07).
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Figura 07. Modelo de regulacion de cromatina debido a la modificacion de enzimas
por metabolitos claves
Fuente: Pileti¢ and Kunet (2016)

La importancia clave del acetil-CoA, compuesto clave que forma parte de
numerosas rutas metabdlicas, tanto anabolicas como catabdlicas. Asi, esta enzima
acetil coenzima A en las vias catabolicas, es una molécula clave en: descarboxilacion
oxidativa del &cido pirtvico. El &cido piravico sufre una descarboxilacién oxidativa en
el complejo piruvato deshidrogenasa de la matriz mitocondrial, antes de entrar al ciclo
de Krebs, y un grupo carboxilo es eliminado en forma de dioxido de carbono, quedando
un grupo acetilo (-CO-CHs) con dos carbonos que es aceptado por la coenzima Ay se
forma acetil-CoA, que es, por tanto, un compuesto clave entre la glucolisis y el ciclo
de Krebs. Esta reaccion es imprescindible para que la oxidacién de
los glacidos (glucdgeno, glucosa) continle por la via aerobia (ciclo de Krebs, cadena
respiratoria: fosforilacion oxidativa). De este modo puede aprovecharse toda la energia
contenida en dichos nutrientes, con obtencion de una cantidad maxima de ATP.
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La capacidad celular microbiana de responder y adaptarse a estrés ambiental
extracelular es la clave para el funcionamiento, el crecimiento y la supervivencia de los
microorganismos. La deteccion de estos cambios y el procesamiento de la respuesta
estan a cargo de circuitos moleculares de sefializacion redox en la célula que detectan,
amplifican e integran sefiales externas en una respuesta especifica (Machado y
Valencia, 2020).

2.7.2.9. Manipulacion tecnologica de variables extracelulares para el control del
crecimiento y desarrollo de microrganismos en alimentos

Los microorganismos se pueden encontrar en una diversidad de ecosistemas, lo que
es consistente con su capacidad de adaptarse y esto es funcion de adaptabilidad
metabolica, a entornos muy variables. Entre los diversos pardmetros que caracterizan
estos ambientes extracelulares, estan, la temperatura, el pH, el potencial de 6xido
reduccion, la actividad del agua, presencia de solutos osméfilos, capacidad buffer, la
conductividad eléctrica, los sélidos moleculares disueltos totales; que son muy
importante, de medir y controlar, cuando se requiere estudiar y ejercer control
microbioldgico de sistemas complejos como una matriz para elaborar productos

carnicos y derivados del pescado.

Para ello, ya se han abordado estudios relacionados con el impacto de estrés
oxidativo en el crecimiento y desarrollo de microorganismos. Pero, siempre ha sido
asociado solo con la presencia 0 no de oxigeno y; por ello, los efectos de Oxido
reduccion sobre microorganismos ha limitado los estudios, quedando muchos
excelentes estudios inconclusos, debido a la no medicién del potencial de 6xido
reduccidn, la actividad del agua, la conductividad eléctrica, ni de los solidos disueltos
totales (Dave and Shah, 1997; Rddel and Scheuer, 2000; Redox Martin, et al., 2013;
Avila y Rivas, 2019; Machado y Valencia, 2020).

2.7.2.10. La variable potencial redox extracelular en el control del metabolismo

celular
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Los procesos de oxidacion y reduccion del metabolismo celular, se refieren al
intercambio de electrones entre sustancias y/o enzimas y, es el potencial de 6xido-
reduccion (POR) quien modula la velocidad de estos procesos fisicoquimicos. Donde
el elemento que pierde electrones se denomina oxidado, y el que gana, reducido.
Muchos microorganismos crecen y se desarrollan a POR positivos. En ese grupo, estan
casi todos los mohos, levaduras oxidativas y muchas bacterias, principalmente las
deteriorantes o putrefactivas de alimentos, como son las Pseudomonas, Moraxella,
Acinetobacter, Flavobacterium, entre otras); siempre y cuando la cadena respiratoria

disponga de oxigeno (Anderson, et al., 2019).

Por otra parte, otro grupo de microorganismos crecen y se desarrollan a POR
cercanos a cero. En ese grupo estan algunas bacterias patogénicas, como el Clostridium
botulinum. Algunas bacterias se desarrollan mejor en condiciones un poco reducidas,
como los lactobacilos, Streptococcus, S. Typhi y S. Paratyphi A, B y C; siempre y
cuando no se dispongan de oxigeno o esté en condiciones de micro aerobio (Anderson,
etal., 2019).

Algunas bacterias pueden desarrollarse bien en ambas condiciones, éstas son las
Ilamadas facultativas. Este grupo puede funcionar en condiciones de micro aerofilas
(Anderson, et al., 2019).

Es de recordar que en algunos microorganismos (denominados anaerobios estrictos
u obligados: fundamentalmente bacterias); al realizar el metabolismo aerobio violento,
la produccién de los ROS 'y no tener las enzimas desintoxicantes, se mueren y por tanto
no crecen en condiciones aerobias ni micro aerobia, por ejemplo el Clostridium
difficile es un bacilo grampositivo formador de esporas, “anaerobio estricto”;
fundamentalmente debido a que no poseen enzimas citocromo oxidasa la cual
pertenece a la cadena transportadora de electrones donde el oxigeno es el ultimo

aceptor de electrones. Es catalasa y peroxidasa negativo.
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El anaerobio obligado o estricto sintetiza ATP por otras vias, como lo son la
respiracion anaerobia y la fermentacion. La respiracion anaerobia no utiliza oxigeno
molecular sino otras moléculas inorganicas, como sulfatos, nitratos, dioxido de
carbono, manganeso, hierro o mercurio, e incluso algunos organismos usan el

fumarato, un aceptor electrénico orgénico (Anderson, et al., 2019).

Al respecto, por qué, el oxigeno es mal llamado veneno metabdlico en los
microorganismos anaerobios estrictos, porque al respirar violentamente aerébicamente
los subproductos reactivos (radicales libres) las mata, ya que carecen de enzimas como
la citocromo oxidas, la catalasa, la peroxidasa y superdxido dismutasa, que son enzimas
depuradoras que degradan los subproductos radicales libres, que alteran la actividad de
enzimas, alteran la expresion de informacion génica, perturban la sefializacion
inductora celular del control del metabolismo celular y la peroxidacion de los lipidos
de las membranas celulares; conduciendo al microorganismo a la muerte (Anderson, et
al., 2019).

Apostillas  Avila (2022), observese en lo anterior sobre microrganismos
denominados estrictamente anaerdbicos, es comun leer que ellos no utilizan el oxigeno
para respirar; sin embargo se sabe que ellos poseen el sistema de respiracion aerobico
completo y son capaces de aceptar oxigeno, de hecho si hay oxigeno, lo hacen en forma
muy violenta; sin embargo, no son capaces de desintoxicarse de los subproductos
reactivos como lo perédxidos celulares (radicales libres); entonces se auto envenenan;
asi, entonces, el oxigeno no es el veneno, si no los subproductos del proceso
respiratorio aerébico. En contraste, esta el grupo que puede funcionar, crecer
desarrollarse (formar biomasa) en ambas condiciones, por ejemplo puede funcionar

como fermentador y/o como productor de algin ingrediente activo (Ayala, et al. 2014).

Avila y Rivas (2019), muestran la controversia de la literatura en cuanto a la
tradicion de clasificar los microrganismos segun el tipo de metabolismo respiratorio,

solo por la presencia o0 no de oxigeno (aerobios, micro aerobios y anaerobios estrictos);
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esto es un “reduccionismo” que esta cambiando, olvidando que realmente ademas de
la presencia o no del oxigeno se requieren condiciones redox adecuadas y presencia o
no de metabolitos efectores, la sola presencia de oxigeno no asegura su uso en la cadena
respiratoria; por tanto los autores proponen una clasificacion que utilice criterios
mixtos de presencia y nivel de oxigeno y de la condicion redox global de la matriz en

proceso (matriz alimento, matriz suelo, entre otras).

Criterio que es mas util en ingenieria metabdlica, donde se usan razonamientos
holisticos y compuestos multiples en forma conjunta para modular reacciones
metabdlicas, que pueden o no requerir la presencia de oxigeno para el metabolismo
respiratorio celular; ya que el oxigeno es requerido fundamentalmente en las
actividades de la cadena respiratoria en la mitocondria y algunas reacciones oxidativas;

paro lo cual requiere potenciales redox por encima de ~820 mV.

El potencial redox (POR, mV); puede estimarse con la ecuacion de Nerst en
soluciones puras; pero en condiciones de una matriz alimento, donde hay una gran
diversidad y cantidad de ingredientes, especias, condimentos y aditivos interactuando
en forma multivariada, hay problemas de célculo y falla la ecuacion (Avila, 2019); por
lo que para cada matriz alimento en investigacion, debe ajustarse un modelo propio.
En condiciones de una matriz alimento, hay efectos de tamponado, de reacciones
colaterales y del oxigeno; por ejemplo, la presencia de acidos monovalentes alteran el
potencial redox 30 mV por unidad de pH, los acidos divalentes 57,7 mV y los acidos
de valencia superior hasta 120 mV. Todo esto en soluciones puras; sin embargo en una
matriz de trabajo compleja, hay que realizar el modelaje y hacer calculos propios, bajo
las condiciones de investigacion especificas, pero en condiciones holisticas

multivariadas.

Por otro lado, no se detecta en la literatura estudios que refieran el efecto de cambio
redox con mezclas de acidos, solo refieren el pH como efector y esto es una acepcion

erronea. (Anderson, et al., 2019; Avila y Rivas, 2019). También, las altas
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concentraciones de sustancias hal6filos como las sales y otros compuestos osmofilos
como el azUcar, en un matriz de un alimento; causan estrés agudo a los
microorganismos, debido a que puede causar deshidratacion rapida y modifican el

potencial de 6xido-reduccion transmembrana (Welsh, 2000).

Los microorganismos denominados aerobios estrictos como el Bacillus subtilis, B.
megaterium, Micrococos, Pseudomonas, Acinetobacter y Moraxella, usan el oxigeno
como el aceptor final de electrones en la cadena respiratoria para la produccién final
de ATP; sin embargo, habiendo aun presencia suficiente de oxigeno, pero habiendo
presencia por ejemplo de acidos (sus sales y/o esteres) y/o moléculas metabdlicos como
el cloro, estas pasan la membranas celulares y dentro se desdoblan produciendo acido,
acidificando el citoplasma y el citosol de los organulos, modificando el potencial redox;
que pueden por ejemplo inhibir/acelerar reacciones energéticas de aceptacion de
electrones, como es la conversion de ADP en ATP, en la glucolisis, en la cadena

respiratoria y en la beta oxidacion (Anderson, et al., 2019).

2.7.2.11. El potencial redox en el control de procesos metabolicos microbianos

Es una ley de la biologia que todos los seres vivos deben generar energia para
mantener sus procesos vitales. Los microorganismos en los alimentos llevan adelanten
este principio a través de los procesos de oxidacion y reduccion de compuestos
quimicos. En el caso de las bacterias aerobias, la glucosa, fuente inicial de carbono, es
oxidada a dioxido de carbono (COz2) y agua (H20) con produccion de 38 moléculas de
ATP. La mayoria del ATP es generado a traves de la fosforilacion oxidativa en la
denominada cadena de transporte de electrones. En la fosforilacion oxidativa, la
energia del gradiente electroquimico generado cuando el oxigeno es usado como
aceptor terminal de electrones, se deriva en la formacion de un enlace de alta energia

entre Pi y la adenina nucleotido. Hui, et.al (2006).

Las bacterias anaerobias, que carecen de la cadena de transporte de electrones,

deben reducir los compuestos internos a través del proceso de fermentacion y generar
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solamente uno o dos moles de ATP por mol de hexosa catabolizada. Doyle y cols.,
(1997).

El efecto del potencial oxido-reduccion sobre las bacterias en general ha sido menos
estudiado que el de otros factores, la excepcion lo constituyen los estudios respecto de
las condiciones de desarrollo de microorganismos como el C. botulinum (Kim y
Foegeding, 1993). Asi se sabe que los microorganismos son sensibles al potencial de
oxido- reduccion, pudiéndose desarrollar solamente dentro de un intervalo de este
pardmetro. Los aerobios como Pseudomonas lo hacen a valores de positivos/oxidados
(+500 a +100 mV), mientras que organismos facultativos como S. aureus lo hacen a
valores de positivo a negativo (+30 a -200 mV); siendo los anaerobios estrictos
(negativos/reducidos) los mas sensibles en cuanto a su limite de crecimiento dada su
carencia de enzimas como catalasa 0 peroxidasas capaces de eliminar sustancias

toxicas preoxidadas. Hui et.al (2006)

2.7.2.12. El pH y los acidos organicos

El factor de relevancia para el desarrollo microbiano en la carne y los productos
carnicos es el pH. Los microorganismos necesitan mantener un pH interno (pHi)
constante y cercano a la neutralidad para la normal funcionalidad de sus actividades
metabolicas. Para esto, los microorganismos poseen mecanismos homeostaticos de su
pHi, cuando son enfrentados a un intervalo acotado de pH externo (pHe). La accion
negativa del descenso del pHe y de los &cidos orgéanicos se genera principalmente a
través del aumento de la concentracién de H* en el citoplasma, lo que resulta en la
alteracion de la estructura terciaria de las proteinas. Acidez iénica (pH/pOH), es una
medida indirecta, que indica sobre la concentracion de iones de hidrégeno [moles
H*/decimetro clbico = moles H+/litro], presentes en una solucién o sustancia. Las
siglas pH significan potencial hidrégeno o potencial de hidrogeniones, obsérvese la

figura 08.
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2.7.2.13. Potencial 6xido-reduccion (POR, mV)

El potencial de oxido reduccion (POR) es la tendencia de un compuesto a
adquirir o donar electrones. Por lo tanto, se requieren minimo dos compuestos para que
ocurra una reaccion de oxidacion-reduccion (multiples compuestos para reacciones
fisiologicas), durante la cual el compuesto reductor dona electrones al compuesto
oxidante gana electrones. Cada par redox tiene su valor intrinseco. Cuanto mayor sea
la afinidad por los electrones, mayor serd el POR de un par redox. Las reacciones de
oxidacion-reduccién ocurren simultaneamente dentro de las células, lo que hace que el
potencial 6xido- reduccion detectado y medido en el entorno extracelular sea un
indicador del resultado neto del metabolismo intracelular dominado por electrones de
transferencia y equilibrio redox o como resultado neto de la adicion de compuestos

extracelulares de caracter quimioacidulante (Liu, et al., 2020).

En comparacion con el valor de pH que solo proporciona informacion sobre la
concentracion de protones [H*], el POR representa la actividad de electrones. Por lo
tanto, el POR es la variable indicadora de potenciales cambios moleculares (cambios
netos fisicoquimicos y microbioldgicos) méas sensible a modular cambios del
metabolismo intracelular. Recomendandose utilizar equipos de medicién eficientes
para monitorear la informacion redox en tiempo real de los sistemas de crecimiento y
desarrollo microbioldgico, ya que el POR extracelular tiene un impacto significante en
el metabolismo intracelular. (Liu, et al 2012; Martin, et al., 2013; Liu et al., 2020).

El potencial de éxido reduccion o potencial redox (POR: [mV]), se conoce que es
el factor fundamental que modula las sefiales moleculares de inhibicidn/activacién de
actividades enzimaticas del metabolismo (Liu, et al., 2020); sin embargo no es comun
en el argot tecnoldgico su uso como parametro de control durante la seleccion de la
materia prima (especificaciones), el procesado y almacenamiento de alimentos; quizas
por desconocimiento de este factor que es quien determina la evolucién de la flora

microbiana putrefactiva y la de salud publica (Avila y Rivas, 2019).
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El potencial redox (mV), considerada hasta ahora una variable subestimada en el
control microbioldgico, en contraste con valores del pH. Hasta hace poco se ha
utilizado en control de calidad de agua, con el objetivo de controlar la eficiencia del
tratamiento del agua para consumo humano y para el uso en piscinas publicas y
privadas, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecio en 1971, los valores

minimos de la medida del potencial redox, en presencia del ion hipoclorito activo.

Las ecuaciones para estimar el potencial redox en funcién del pH, solo se cumplen
en soluciones puras; por ello, cuando se mide en una matriz alimentos y con oxigeno
presente o ausente, el valor del POR, sigue otro modelo, el cual, cada investigador para
su matriz alimento especifica debe ajustar. Las medidas del POR, deben ir
acompariadas del pH y de la temperatura e inclusive de la conductividad eléctrica y de

los solidos disueltos moleculares totales. Apostillas de Avila (2022).

Cuando se hacen investigaciones referentes a la adicion de &cidos organicos, se debe
tener en cuenta que: los acidos monovalentes alteran el potencial redox ~30 mV por
unidad de pH, los acidos divalentes ~ 60 mV y los &cidos de valencia superior hasta
~120 mV (véase que cada salto de incremento de valencia, se duplica el potencial
redox); igualmente, esto es para condiciones de un solo acido presente; sin embargo no
se detecta en la literatura el comportamiento para mezclas de multiples &cidos y otras
sustancias conservantes en distintas proporciones y ademas de su interaccion con otros
ingredientes o factores, como proteinas, azucares, nitratos y nitritos, especias

condimentos y aditivos, sales, &cidos grasos libres, entre otros.

Estudios realizados por ejemplo, el potencial redox en el interior de piezas de carne
beneficiadas, se encuentra suficientemente reducido como para prevenir el crecimiento
de los aerobios (e.g., Pseudomonas, bacilos u hongos) pero el bajo potencial redox
(post-rigor) estimula el crecimiento de enterobacteriaceas y clostridios. La velocidad y

extension de la caida redox (mas electronegativa) en los productos alimenticios que
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carecen de actividad enzimatica residual dependen de la velocidad de crecimiento y del
tipo fisiologico de bacteria presente.

La nueva plataforma de los medidores de pH/POR permiten configurar hasta cuatro
canales en cualquier combinacion. Una gran pantalla a color brillante facilita la
obtencion de la informacidn que necesita y el uso de funciones avanzadas. Una interfaz
multilingue, indicaciones en lenguaje sencillo y graficos faciles de entender hacen que
este medidor sea facil de usar. Hay cinco modulos disponibles: pH, pH/ISE,
conductividad, oxigeno disuelto o pH con tecnologia de temperatura. Los cinco
maodulos miden la temperatura y se pueden mezclar y combinar segun lo necesite para
crear su medidor. Estos medidores de primera linea tienen las mejores funciones y

opciones para personalizarlos, incluida la personalizacion de la pantalla. Ver figura 09.

Figura 09. Determinador de variables involucradas en cambios fisicoquimicos en
alimentos.

Fuente https://www.hogentogler.com/orp-redox-meters/bench-top-orp-meters.asp
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En las carnes frescas picadas que no estan aisladamente empaquetadas el valor Eh
suele ser de unos +200 mV ya que el pequefio tamafio de particula (< 3 a 4 mm de
didmetro) permite la rapida difusion del oxigeno. En la carne fresca saturada de oxigeno
lista para la picadora el centro del matriz alimento es desprovisto de oxigeno en
cuestion de horas; sin embargo, si el picadillo fresco no se empaqueta correctamente
permanecera saturado de oxigeno durante 1 a 2 dias. En consecuencia, el potencial

redox de las carnes procesadas puede y debe controlarse (Jay, 1970).

Avila (2022), la informacion anterior de gran valor tecnologico para esta
investigacion, hay que fundamentarla molecularmente para poder comprender y
aprovechar los datos de la investigacion. Una de las deficiencias de la discusion anterior
es que el deterioro microbioldgico se enfoca a la presencia o no de oxigeno; sin
embargo, especialmente en carnes picadas, puede haber oxigeno suficiente (deficiente
empaquetado, incluso al ambiente); si se aplican tecnologias de control del potencial
redox, esta carne picada puede conservarse al ambiente sin empaques, con tecnologias

como la mezcla de &cidos quimioacidulantes (Avila y Rivas, 2019).

Wirth y Leistner (1970) sugirieron que el valor redox inicial 6ptimo para las carnes
enlatadas se encontraba entre -20 y -150 mV. Durante los largos periodos de
almacenamiento el potencial redox de la carne de cerdo y de la carne de vacuno
enlatadas puede bajar a -350 mV, detectandose deterioradas y no aptas para el consumo
humano quizas por falta de un débil capacidad buffer. Para incrementar la capacidad
tampdn del producto y en cierta manera incrementar su vida Util manteniendo el
potencial redox dentro de limites aceptables pueden utilizarse aditivos tales como el

nitrito (oxidante) o el &cido ascorbico (reductor); sin embargo, no es suficiente.

El potencial redox en un sustrato alimenticio es un determinante importante del
crecimiento microbiano y por ello puede actuar como agente selectivo y como factor
que influye en los productos metabdlicos de los microorganismos. La forma en que el

potencial redox afecta al metabolismo microbiano o selecciona una determinada
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especie de ellos, es imperfectamente conocida en la actualidad y requiere estudios
especificos para cada microorganismo y para cada tipo especifico de matriz alimento.
Como se ha mostrado en este capitulo, es dificil obtener estimaciones exactas del

potencial redox y ademas interpretar tales lecturas una vez efectuadas.

2.7.2.14. Factores que influyen en el comportamiento del potencial redox en
alimentos bajo modelos predictivos

Los factores involucrados en la conservacion de alimentos no actdan en forma
aislada sino que lo hacen de manera conjunta y con diversos niveles de interaccion. Es
necesario para garantizar una adecuada vida Util o inocuidad alimentaria, estimar de
alguna manera el efecto total de los factores y sus interacciones sobre los
microorganismos. Los modelos predictivos permiten hacer estimaciones cuantitativas
y predicciones sobre las bases de ecuaciones que describen variables respuestas bajo
distintas combinaciones de factores involucrados (Buchanan, 1993).

2.7.2.15. Acidos y bases segiin Arrhenius

Acidos, bases y sales pertenecen a un grupo de sustancias llamadas electrolitos, que
se caracterizan porque al disolverse en agua se disocian en iones lo que determinan que
conduzcan electricidad. Este quimico sueco (Arrhenius), fue el primero que propuso,
que los acidos son sustancias que al ionizarse producen iones hidrégeno (H*). Segun
él, hay una relacion directa entre la fuerza de un acido y su constante de equilibrio, que
en este caso recibe el nombre particular de Ka: mientras més alto sea el valor de Ka

mas fuerte sera el acido y viceversa.

Afos mas tarde surgio la teoria protonica de J.N. Bronsted y T.M. Lowry, quienes
propusieron como fundamento de su teoria las siguientes definiciones de acidos y
bases: acido es una sustancia capaz de ceder un protdn y base es una sustancia capaz
de aceptar un protdn. A partir de esta teoria Sgren Peter Lauritz Sorensen introdujo por
primera vez en 1909 el concepto de pH, ligado a la cantidad de H™.
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También se puede expresar que la acidez se mide en términos de pH, y la basicidad se
mide en términos de pOH y se define como el logaritmo negativo de la concentracion

de iones hidroxilo

2.7.2.16. El pK de un compuesto

El pKa es una magnitud que cuantifica la tendencia que tienen las moléculas (acido)
a disociarse en solucion acuosa. Se define tal que,

p Ka=-log Ka  Donde:

Ka: es la constante de disociacion acida
El pKa es una forma conveniente de expresar la relativa fortaleza de un éacido, que
permite ver de una manera sencilla en cambios pequefios de pKa los cambios asociados
a variaciones grandes de Ka. Valores pequefios de pKa equivalen a valores grandes de
Ka (constante de disociacion) y, a medida que el pKa decrece, la fuerza del &cido
aumenta. Un &cido ser4 més fuerte cuanto menor es su pKa y en una base ocurre al
revés, que es mas fuerte cuanto mayor es su pKb. Esas constantes de disociacion no
son fijas, dependen de otras variables. Por ejemplo, la constante de disociacion cambia
a temperaturas diferentes. Sin embargo, mantiene su valor a la misma temperatura, ante
cambios de la concentracion de alguna de las especies o incluso ante la accion de un

catalizador.

Las modificaciones de eventos moleculares sin afectar la condicion genética
representan mecanismos por los cuales las células pueden traducir de manera efectiva
maltiples tratamientos extracelulares que inducen entradas de sefializacion molecular
en salidas fenotipicas; donde el metabolismo redox es un determinante cada vez mas
importante del control de eventos de manipulacion de variable extracelulares. Las
variables extracelulares tecnolégicas inducidas, fundamentales a intervenir y controlar
en la modulacion de eventos de modificacion redox para la inhibicion/activacion de
procesos metabdlicos en microorganismos, segin Martin, et al. (2013), Avila y Rivas
(2019) y Database (2020), entre otros. El pK constituye el valor de pH en el cual las

concentraciones del acido y la sal son iguales.
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2.7.2.17. Cambios del pK, b) con intervencion del medio o sujeto de estudio

Todos los valores de las constantes de disociacion publicados se refieren al medio
ionico especifico utilizado en su determinacion y que se obtienen diferentes valores
con distintas condiciones, como se muestra para &cido acético en la ilustracion o figura
10 siguiente. A la presente fecha de realizacion de este estudio, en la revision
bibliografica no se detectan investigaciones de estos comportamientos en forma
conjunta, en funcién del pH, del potencial redox (mV), conductividad eléctrica, solidos
disueltos totales, temperatura, ni presencia de otros compuestos alimentarios y/o
presencia de solventes. Por otro lado, no se detectan estudios de los efectos inductivos,
ni los efectos manipulados, bajo condiciones multivariados de factores extracelulares.
Avila (2022).
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Figura 10. Indicadores de pKa para una valoracién acido-base en acido acético

Fuente https://www.hogentogler.com/orp-redox-meters/bench-top-orp-meters.asp

2.7.2.18. La torre redox del metabolismo respiratorio y el potencial redox
intracelular

La célula es un ente bastante complejo y cada parte, por ejemplo, membranas,
citoplasma, organulos, nucléolo; pasos de reacciones bioquimicas, pasos de reacciones
metabdlicas fisioldgicas; cada uno requiere un potencial redox especifico. Estas

reacciones, dependiendo del potencial redox extracelular/intracelular, activa/inhibe
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moléculas de sefializacion redox, que son las que dirigen los cambios bioquimicos y
modifican los cambios en las rutas metabdlicas extra e intracelulares. A continuacion
se trata de describir como se puede utilizar el potencial redox como una medida de la
fuerza impulsora para una reaccion de interés de oxidacion- reduccion dada. No tiene
sentido asignar un pH ni un potencial redox Unico a una célula completa, ni mucho
menos promediarlo. La oxidacién es pérdida, la reduccion es ganancia, donde la

pérdida y la ganancia son de electrones. (Figura 11).

standard reduction potential E° (mV)
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Figura 11. La quimiomodulacién del potencial de 6xido-reduccion (POR) en la
conservacion de alimentos
Fuente https://www.engormix.com/balanceados/articulos/tips-quimiomodulacion-
potencial-oxido-t43701.htm
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En la figura 11, anterior, se visualiza una simplificacion de la "torre redox" o torre
de electrones, que muestra el potencial redox que modula reacciones metabdlicas
comunes por etapas. Los procesos metabolicos pueden verse como electrones en
movimiento entre las moléculas, a menudo capturando parte de la energia liberada a
medida que los electrones se mueven de estados de alta energia a estados de menor
energia como en la glucolisis o la respiracion. Los electrones donados por las "medias
reacciones"” en la parte superior se pueden consumir en una media reaccién mas baja
en la torre para completar una reaccion termodinamicamente favorable. Por ejemplo,
el proceso neto de la glucolisis implica la oxidacion de glucosa a piruvato junto con la
reduccion de NAD *a NADH.

Como la oxidacion de la glucosa se encuentra en la parte superior de la torre y la
reduccion de NAD ™ esta por debajo, este flujo de electrones es termodindmicamente
favorable. En comparacion con la barra de escala de hidrolisis de ATP, también
podemos ver que este flujo de electrones es lo suficientemente favorable como para
generar ATP. Obsérvese figura 12.

Oxidacion Reduccion

(atomo pierde un electrén) (atomo gana un electrén)

Figura 12. Principio basico del comportamiento del potencial redox
Fuente: http://acquatecnologiaperu.com/potencial-redox.html
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En la gréfica 12, anterior se puede observar las pérdidas y ganancias de
electrones a traves de la variacion del potencial 6xido-reduccion, base para la

conservacion de alimentos

2.7.2.19. Capacidad reguladora o amortiguadora (buffer) en el medio en estudio
En el laboratorio y en la industria es importante mantener el valor del pH en las
soluciones y ello se logra mediante la creacion de un sistema regulador, es decir, una
solucidn, con caracteristicas especiales, que puede absorber cantidades relativamente
grandes de acido o de base con leves modificaciones del valor de pH. La capacidad
buffer de un medio es un indicador de la capacidad amortiguadora frente a la cantidad
de &cido o base fuerte que puede neutralizar sufriendo un desplazamiento de pH de una
unidad. Por lo tanto, las soluciones buffer son aquellas constituidas por un acido debil
y una base conjugada (sal) que permite la adicién de &cido o base sin variar
considerablemente el valor de pH. La capacidad buffer es maximo una unidad por
encima y por debajo del pK del &cido débil.
En https://www.google.com/search?q=capacidad+buffer&source

No se detecta en la literatura, la construccion de graficas (curvas) en la cual se
represente conjuntamente las variable indicadoras de potenciales cambio
fisicoquimicos y microbioldgicos, es decir una gréafica con mdltiples curvas, para un
solo acido, para mezclas de acidos y para mezclas de multiples acidos y sales, tales
como el pH, el potencial redox, la conductividad eléctrica, los solidos disueltos
moleculares totales y la osmolaridad, entre otros. Tampoco, se detectan
investigaciones, donde las curvas anteriores se realicen con mezclas de &cidos/bases.
Asi mismo, no se detectan investigaciones, donde se realicen experimentaciones de los
dos aspectos anteriores, en presencia de compuestos, como &acidos grasos, grasas 0
aceites, proteinas, aminoacido, azucares, especias, condimentos y aditivos; entre otros.
Por tanto, estos aspectos, son realidades y necesidades a investigar. Rodriguez, et al.,
(2014).


https://www.google.com/search?q=capacidad+buffer&source
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2.7.2.20. La conductividad eléctrica (CE) en alimentos de alta hUmedad

La conductividad eléctrica (CE) de una sustancia se define como "la habilidad o
poder de conducir electricidad. Las unidades de medida son Siemens por metro [S/m]
en sistema de medicién Sl y, micromhos por centimetro [mmho/cm] en unidades
estandar de EE.UU. La conductividad eléctrica depende en gran medida del nimero de
electrones disponibles para participar en el proceso de conduccion de electrones libres.
La conductividad eléctrica se define como el ratio entre la densidad de corriente (J) y
la intensidad eléctrica del campo (e) y es opuesta a la resistividad (r, [W/m]):

s=Je=1Ir

El agua destilada ordinaria en equilibrio con diéxido de carbono en el aire tiene una
conductividad aproximadamente de 10E-6 W™*m™ (20 dS/m). Debido a que la
corriente eléctrica se transporta por medio de iones en solucion, la conductividad

aumenta cuando aumenta la concentracién de iones.

2.7.2.21. Solidos disueltos totales

Los solidos disueltos totales (SDT en espafiol o TDS por sus siglas en inglés: Total
Dissolved Solids), son el nimero de miligramos del residuo que queda después de
evaporar una muestra de agua previamente filtrada a traves de un filtro de fibra de
vidrio con abertura de 1,5 micras. El agua se evapora y el residuo se lleva hasta 180°C.
El resultado se reporta en mg/L. Sin embargo, esta forma incluye los solidos disueltos
ionizables y los no ionizables; pero para aspectos de control de reacciones
fisicoquimicas, fisioldgica y microbioldgicas, los de mayor interés son los ionizables
(moleculares), ya que tienen influencia en la potencial redox extracelular y en
consecuencia en la activacion/inhibicion de las vias o rutas metabdlicas. Los SDT
incluyen las sales, los minerales, los metales y cualquier otro compuesto organico o

inorganico menor a 1,5 micras o que se disuelve en el agua.

En ocasiones, los SDT se confunden con los solidos totales (ST), que son el residuo

que queda después de evaporar la misma muestra de agua pero sin filtrarse. Los sélidos
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suspendidos totales (SST) son los que quedan en el filtro de fibra de vidrio con abertura
de 1.5 micras. Por lo tanto, los ST son la suma de los SST y de los SDT.
La reduccion de los SDT se logra mediante procesos como 0smosis inversa, electro

deionizacién, desmineralizacion o destilacion.

Lo importante en procesos metabolicos es conocer los SDT en forma idnica
(SMDT), que son los mg/L de sustancias organicas e inorganicas en forma molecular,
ionizada o en forma de suspension micro-granular o sol coloide, que permite realizar
reacciones moleculares. Por ello, la forma de estimarse es midiendo la conductividad
eléctrica (CE) de la misma, ya que aquellos sélidos que se ionizan, aumentan la CE,
utilizando equipos electronicos (ppm: Partes Por Millon o mg/kilogramo o mg/litro).
El agua pura tiene una CE practicamente de cero y; estas medidas deben acompafiarse
con medidas de osmolaridad. Los SDT medidos de esta manera no consideran aquellos
solidos que no se ionizan al disolverse en el agua. El valor de los SDT en mg/L es de
entre 0,5 y 1,0 veces el valor de la CE en micro Siemens/cm (dependiendo de la

temperatura y del nivel de concentracion de SDT y de su pK).

No obstante, existe una solucion, si el medidor da los CE y ppm se puede calcular el
factor de conversion: Factor de conversion = ppm/CE

Es esencial que el CE debe estar en us y no en ms, para ello se multiplica mS por 1.000.
La EC o CE (en mS/cm) es igual en todos los instrumentos de medicion de CE, asi que
si se quiere comparar medidas entre instrumentos y para distintos productos, es mejor

usar estos valores.

2.7.2.22. Conductividad eléctrica (CE) y Solidos disueltos totales (SDT)

indice SDT o Sdlidos totales i6nicos disueltos es una medida de la concentracion
total de iones en solucion. (CE) es realmente una medida de la actividad ionica de una
solucion en términos de su capacidad para transmitir corriente y modifica el potencial
redox. Es preocupante y refleja un analfabetismo la falta de medicion de multiples
variables en forma multivariada en investigaciones donde correlacionen causalidades

entre las variables indicadoras de potenciales cambios fisicoquimicos y
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microbioldgicos. Ademas, no se detectan investigaciones que correlacionen en forma
multivariada, mezclas de acidos, no se estudia la efectividad como tratamientos en el

crecimiento y desarrollo de microorganismos. Avila (2020).

2.7.2.23. Modelo algebraico polinomial lineal aditivo cuadratico con interacciones
de alto orden
Es de interés en estudios del metabolismo celular el control y manipulacion de

variables como objetivo, estudiar el comportamiento de procesos complejos, en forma
holistica, que incluya las multiples variables o factores de proceso (Xi) y que estén
relacionadas en forma de causalidades conjuntas a las multiples variables respuestas
(Yi). Es pertinente modelar el proceso en forma holistica, que permita detectar la
influencia individual de cada factor, de sus interacciones, tanto cuadraticas como de
orden superior. Para ello, se han usado SAS JMP Pro 15 (2019) y Avila y Rivas (2019).
A través de ellos se muestran que los modelos algebraicos polinomiales lineales
aditivos cuadraticos con interacciones de alto orden, son efectivos para modelar
respuestas de la produccion de alimentos y la generacién de nuevos productos. Un
ejemplo para una respuesta y tres factores de proceso (Xi, Xz, X3), se muestra a

continuacion.

Yi=Bo+f1X1HB2XoHf3Xa++B11 X 12+ B2 X224+ B33 X352 ++B12X1 XoHB13X1 Xa+HB23 X2 Xa+ B34 X3
+X1 X2 X3+ X1 X2X3+¢i

Para ajustar estos modelos se utilizan procedimiento de regresion iterativa
Screening (Regresion Ridge), ya que realiza pruebas de regresion fordward-backward,
introduciendo cada vez términos de mayor alto orden y mezclas de interacciones de
mayor grado, hasta obtener un modelo de buen ajuste (adicionando los términos
significativos y eliminando del modelo los términos que no contribuyen suficiente).
Donde términos superiores a tercer orden o mayor son indicadores de la poca de bondad
de ajuste de los modelos obtenidos, ya que indican que hay potenciales cambios no

lineales, por lo que se requiere preferiblemente utilizar modelos no lineales robustos,
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tales como modelos de procesos gaussianos 0 modelos de redes neuronales artificiales
(SAS JMP Pro 15 (2019) y Avila y Rivas (2019).

Dado que en cualquier sistema de un proceso en alimentos, su calidad es
multivariada (depende de multiples respuestas de calidad, seguramente relacionadas),
donde hay que satisfacer en forma simultanea, segun la deseabilidad difusa de cada
respuesta de calidad para un cliente particular. Dichas variables respuestas (Yi) estan
sometidas en forma conjunta a factores (Xi) intervinientes en el proceso, asi como sus
interacciones. Y, ademas se requiere satisfacer la reduccion de costos por el uso de los
Xi (de interés para el fabricante). Se requiere por ello, construir un metamodelo
(sistema de inecuaciones) que permita realizar experimentacion determinista, es decir
realizar optimizacion operativa multiobjetivo-multifactor via simulacion bajo reglas
difusas; dado que la deseabilidad de calidad para cada respuesta es diferencial y no para
un valor fijo si no un valor difuso, se requiere optimizar, modulando con reglas difusas

multimétricas. (Ezeogu, 2019).

Por ejemplo, un metamodelo o modelo de simulacion para cuatro (04) variables
independientes o factores (X1, X2, X3, X4) y cuatro variables respuestas de calidad (pH,

POR, CB, ATT), se muestra en la figura 13, siguiente.

pH: =ﬂ0a+ﬂ1axl+ﬂ2aXZ+ﬂ3ax3+ﬂ4ax4+ﬂ11axl2+ﬂ22ax22+ﬂ33ax32+ﬂ44ax42+ﬁ12aX1X2+ﬂ13aX1X3+ﬂ14axlx4+
Ha3aKoXst PasaXoXat f1aXsXs +ﬂ1233X21X2X3+ 2ﬂ1234a)(1>2(2x3 X4'|2'8ia

PR= BoptfunXatfanXotfanXatfanXatfrinXs 20X Hfa36X5 B aapXa 1o X1 XoHB13uXe XsHBrapXo X+
B XoXat PounXoXat PasmXaXs HB12apX1XoXst BroaunX i XoXs Xy tEipy

CB= foctPraXitPacXotPascXstBucXath 11cX12+ﬁ'22cX22"‘ﬂsscX32+ﬂ44cx42+ﬁ'12cx1xz+ﬁ13cX1X3+ﬂ14cX1X4+
a3 XoXst PoacKoXat PaacXaXy HB123:X1XoXst BrosacXiXoXs XatEic

ATT= Rt R X AR X AR X AR X AR X2 R s X 2R X 2R X 2R X X AR X X R X X

Figura 13. Metamodelo emulador de un proceso de produccion de alimentos (cuatro
variables dependientes (respuestas) y cuatro variables independientes (factores)
Fuente: Avila (2021)
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2.7.2.24. Disefio de muestreo estadistico robusto para el ajuste de metamodelos de
optimizacién

La optimizacion operacion a traves de modelos matematicos, ha evolucionado con
la informatica y la computacion inteligente, dada la gran gama de procedimientos para
la resolucion de sistemas de inecuaciones usando simuladores estadisticos, con
introduccién de funciones de reglas difusas multimétricas o funciones de tendencia
multimétrica, en la modulacién para la resolucion de estos sistemas de inecuaciones
(metamodelos de simulacién multiobjetivo-multifactoriales). Simuladores con interfaz
grafica interactiva de visualizacion de resultados en tiempo real. Las funciones de
reglas difusa multimétrica, permiten establecer reglas difusas o funciones para cada

respuesta objetivo particular.

Los procesos multivariados de relaciones de causalidad (multiobjetivo-
multifactoriales) de comportamientos complejos, donde todas las variable objetivos o
respuesta (Yi) demanda satisfacerse de manera conjunta, requiere el ajuste de modelos
estadisticos holisticos de excelente bondad de ajuste, que permitan predecir y modular
dichos procesos con minimo error; para ello se requiere realizar un muestreo robusto
de DIC’s (Datos, Informacién y Conocimientos). Para lo tanto, es importante la
disponibilidad de algoritmos para crear disefios de muestreo estadisticos robustos
(Llenado de espacio: Space filling design: SFD), superior a los tradicionales disefios
de mezclas restringidas y, superando en mucho a los factoriales, factoriales mixtos,

anidados, multinivel y compuestos centrales.

Una de las ventajas sobre todos los deméas disefios de muestreo es que el
investigador puede fijar el nimero de tratamientos distintos de acuerdo a su capacidad
logistica, es decir puede elegir un disefio pequefio (disefio econdmico), cosa que ningun

otro disefio tradicional lo permite.
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Los SFD en castellano DLE (Disefios de Llenado de Espacio), disefios de muestreo
estadistico, segun Avilay Rivas (2019), SAS JMP Pro 15 (2019) y Gryder, et al. (2019),
muestran las siguientes ventajas.

1. Elinvestigador decide el numero de tratamientos

2. El nimero de niveles o dosis de cada factor experimental es amplio, e igual al
namero de tratamientos, para cada factor experimental.

3. Ungran numero de niveles o dosis de cada factor experimental, permite ajustar casi
cualquier modelo complejo.

4. Los tratamientos experimentales estan distribuidos en forma bastante homogénea
en el espacio experimental y distribuidos casi a la misma distancia, tan cercanos
que cada vecino mas cercano, pareciera su repeticion; por ello (solo decimales los
separa), estos disefios de llenado de espacios no requieren repeticion y; si se repiten
los tratamientos, se puede presentar multicolinealidad, por solo sus valores
decimales.

1. Son econdmicos, es decir con un disefio de llenado de espacios de pocos
tratamientos, se pueden ajustar modelos complejos.

2. Permiten realizar experimentacion secuencial, en la busqueda del 6ptimo operativo.

3. Son disefios duales, es decir son excelentes para realizar experimentacion

estocastica y experimentacion deterministica, Avila y Rivas (2019).

2.7.2.25. Las funciones de deseabilidad multimétricas en la optimizacion via
simulacion deterministica, en la generacién de nuevos productos alimenticios

El enfoque de la funcién de deseabilidad (funcion de conveniencia o funcion
utilitaria de trasferencia) de Derringer y Suich (1980) y Derringer (1994), es uno de los
métodos mas utilizados en la industria para la optimizacion de procesos con multiples
respuestas o caracteristicas de calidad. Se basa en la idea de que la "calidad global™ de
un producto o proceso que tiene varias caracteristicas de calidad (Yi), que con solo una
de ellas fuera de unos limites "deseados"”, el producto o proceso es no conforme. El
método encuentra condiciones de funcionamiento (valores de los factores Xijk del

proceso) que proporciona los valores de respuesta "mas deseables™; para ello, el método
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asigna para cada respuesta Y i ~ f( x ) una funcion de deseabilidad d i (Yi), que asigna
nameros en un rango entre 0 y 1 para los posibles valores de Yi, si, d i (Yi) =
0 representa un valor completamente indeseable de Y iy si d i (Yi) = 1, significa un

valor de respuesta completamente deseable o ideal.

2.7.2.26. Aspectos legales de la investigacion

Segun la Ley Habilitante: Ley Organica de Seguridad y Soberania Agroalimentaria,
Decreto 6.071 con Rango, Valor y Fuerza, Ley Organica de Seguridad y Soberania
Agroalimentaria (Extraordinario 5.889 de la Gaceta Oficial, 31 de Julio de 2008), del
Titulo V. De la investigacion y educacion en materia agroalimentaria. La investigacion
(capitulo 1) y Educacion (capitulo 1), en materia agroalimentaria, indican urgentes los
cambios en los habitos y patrones de alimentacion de la poblacion, incididos
histéricamente por culturas fordneas con condiciones econdmicas, sociales vy
geogréficas disimiles a las de nuestro pais. Esto, conjuntamente con las actividades de
formacion y capacitacion y el fomento de la cultura alimentaria es objeto de regulacion

del mencionado capitulo 1.

En relacion a la institucionalidad gubernamental y la academia institucional:

1. La prioridad de investigacion en Venezuela, segun el Ministerio del Poder Popular
para Ciencia, Tecnologia e Industrias Intermedias, se requiere “Orientar, apoyar y
promover la generacién de conocimiento y tecnologias” para el area de seguridad y
soberania alimentaria:

Garantizar el acceso estable y oportuno a los alimentos en la calidad y cantidad
necesaria para satisfacer los requerimientos de toda la poblacion; donde a la UNELLEZ
como formadora de profesionales en el &rea agroindustrial, y con labor de
investigacion, debe generar informacion y tecnologias que permitan enfrentar

situaciones problematicas coyunturales y fundamentalmente sus causas estructurales.

2. Esta investigacion estd enmarcada en el plan general de investigacion de la
UNELLEZ 2008-2012 (“Reglamento de Creacion Intelectual de la Unellez”), dentro
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del &rea ciencias del agro y mar, en la generacion de nuevos productos; y en el area
ingenieria, arquitectura y tecnologia: “Modelado, Optimizacion y Simulacion de
Sistemas™; y “Tecnologia y Procesos Industriales”; y de acuerdo a las lineas de
investigacion definidas, se enmarca en el area de ingenieria, linea “Propiedades fisicas
y quimicas de materiales bioldgicos (alimentos)”, en “Modelamiento, simulacion,

optimizacion y control de procesos bioquimicos”.

En el Capitulo I. De la investigacion en materia agroalimentaria

Articulo 91, referido a la promocion e incentivo; el cual resefia: “El Estado
promovera e incentivara la investigacion, desarrollo, extension y transferencia de
tecnologia en todas las etapas de la cadena agroalimentaria, con énfasis en las etapas
de procesamiento, intercambio, distribucién y comercializacién, y tomara las medidas
necesarias para su aplicacion, con el objeto de mejorar la produccion, conservacion,

transformacion, transporte, intercambio, distribucion y analisis de alimentos”.
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CAPITULO 111

3. MARCO METODOLOGICO

En el presente capitulo, se presentan las formalidades metodoldgicas bajo el
contexto mediante el cual se desarrollé la investigacion, imprescindible para satisfacer
el objetivo propuesto en el estudio. Iniciando con una descripcion sucinta de las fases

de desarrollo del estudio.

3.1. Fases de desarrollo de la investigacion
Las etapas de la investigacion se superestructura en cinco (04) fases: conceptual,
planeacion y disefio, empirica y de difusion.

3.1.1. Fase conceptual

En esta fase se formula y se delimita el sujeto del objeto del problema, en la
precision y determinacion de lo que se pretende investigar, como es “El problema de
la conservacion de alimentos, bajo la premisa que la produccién de alimentos debe ser
aprovechable al maximo”. Se realiz6 la revision de la literatura en la busqueda de datos,
informacion y conocimientos, antecedentes y una descripcion de bases tedricas que
fundamenten los procesos quimicos, bioquimicos y fisioldgicos de aplicacion
extracelular de mezclas de acidos quimioacidulantes como gestion de conservacion de
alimentos de alta humedad y con gran valor nutritivo. Desarrollo del marco teodrico,
referentes y fundamentos tedricos para el problema de investigacion planteado.
Formulacion de la hipotesis de trabajo, una anticipacion de explicacion probable del

proceso investigado y, que requiere ser explicado.

3.1.2. Fase de planificacion y disefio

Aqui, se describen los métodos y estrategias para comprobar la hipétesis referida al
sujeto de investigacion, del objeto del problema investigado. Se planifica la recoleccion
de la informacion necesaria. Se selecciono el disefio metodoldgico de investigacion. Se
identific la poblacion muestral, la muestra poblacional Se identificaron las variables

dependientes (respuestas, Yi) y las variables independientes (factores experimentales,
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Xi). Se seleccionan los métodos, instrumentos de laboratorio y equipos de
procesamiento de productos carnicos. Se disefid el plan de muestreo, creando un disefio
de muestreo estadistico experimental robusto (Space filling), para la realizacion de las

pruebas pilotos y pruebas definitivas exploratorias.

3.1.3. Fase empirica
En esta se ejecutd la investigacion, en dos etapas

1. Experimentacion y elaboracion de los embutidos genéricos en el Laboratorio de
Ingenieria y Tecnologia de Alimentos (LITA) de la Universidad “Ezequiel
Zamora” San Carlos-Cojedes

2. Experimentacién y recoleccion deterministica de Datos, Informacion y

Conocimientos, expresados en resultados

3.1.4. Fase de difusion.

La divulgacion de los resultados obtenidos, se realiza con el fin de contribuir en el
desarrollo y aplicacién de nuevas tecnologias en area de disefio de nuevos productos
de alta humedad, de gran valor nutritivo; de origen animal (pescados de aguas

continentales).

3.2. Procedimiento general para la obtencion de la mezcla acidulante y
procesamiento para la elaboracion de los embutidos genéricos

Se procedio a elaborar la mezcla quimioacidulante con los aditivos acidulantes
alimentarios GDL, acido formico y acido lactico (mezcla optima experimental), en base
al disefio de tratamientos seleccionado (por triplicado). Se procedid a ejecutar las
pruebas pilotos de rigor, para explorar rangos de mediciones de la mezcla, como
tambien de sus dosificaciones. Posteriormente, se iniciaron las mediciones de las
variables respuestas pH, POR, CE, CB, ATT y medicion de las variables indicadoras

de calidad microbioldgica (aerobios meséfilos y coliformes totales).
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Para la preparacion de la mezcla Optima experimental quimioacidulante, se
selecciond un disefio de muestreo estadistico experimental para preparar la mezcla de
los compuestos acidulantes y &cidos, en el laboratorio de investigacion adscrito al
Laboratorio de Ingenieria y Tecnologia de Alimentos, se realizo cada mezcla, cada una
de las cuales se le midio las respuestas pH, POR, CB, ATT, en funcion de las variables
experimentales (Xi), &cidos y GDL. Una vez obtenido los datos (tres repeticiones), se
procedio a construir los metamodelos multiobjetivo-multifactor, robustos y luego se
realiza la optimizacion multiobjetivo-multifactor via simulacion, en el simulador

estadistico de programa SAS JMP v8.

3.3. Pruebas pilotos

Se disefiaron pruebas de estabilizacion con &cidos y sales individuales, también con
mezclas de solo &cidos, con el fin de discriminar la eficiencia de su uso en los
embutidos obtenidos a base de pulpa de pescado (cachama); conservados bajo

condiciones ambientales. Todo bajo los procedimientos descritos anteriormente

3.4. Aditivos acidulantes alimentarios. Variables independientes, factores en
estudio

El objetivo primordial de la presente investigacion fue encontrar la mezcla de acidos
quimioacidulantes organicos con el mayor poder de conservacion, donde el crecimiento
y desarrollo de microorganismos putrefactivos, sea lo més lento posible, a través de la
intervencion del medio para controlar la cadena respiratoria, interviniendo el poder del
potencial 6xido-reduccion, hasta llevarlo a un rango entre (0 a 200 mV), que el medio
tenga y mantenga alta capacidad buffer para que cualquier cambio en el valor de pH,

se mantenga esta condicién, (alta capacidad buffer).

Los ndmeros “E” son cédigos para identificar a las sustancias utilizadas como
aditivos alimentarios. Cominmente encontrado en las etiquetas de los alimentos, su
evaluacion y aprobacion de seguridad es responsabilidad de las autoridades de la

Seguridad Alimentaria, tener una sola lista unificada para aditivos alimentarios se
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acordd por primera vez en 1962 con colorantes alimentarios. En 1964, se agregaron las
directivas para los conservantes, en 1970 para los antioxidantes y 1974 para los
emulsionantes, estabilizadores, espesantes y agentes gelificantes. EI esquema de
numeracion sigue el sistema de numeracion internacional (SIN) segun lo determinado

por el comité del Codigo Alimentario Espafiol (1992).

Los aditivos acidulantes alimentarios, son las sustancias que afiadidas a otras en
pequefias cantidades, modifica sus propiedades fisicas y/o quimicas. Sustancia pura o
mezcla de ellas, presentes en el alimento como resultado de su adicion premeditada en
su procesamiento, almacenamiento o el empaque del producto para conferirle ciertas
caracteristicas importantes de conservacion, sabor, textura, etc; (el término no incluye
contaminantes). En esta categoria se encuentran conservadores, emulsionantes,
saborizantes, estabilizadores, colorantes, enzimas, acidos, bases, antioxidantes y
muchos otros; Badui (1998).

Durand (2002), indica que en los productos carnicos se autorizan los acidos
organicos: acético, lactico, citrico, tartarico, etc. Es preciso recordar que la utilizacién
esta estrictamente limitada por la tecnologia. En lo que concierne a los acidos, se trata
sobre todo a un efecto del valor del pH. Cuanto més bajo sea el pH menos riesgo hay
de proliferacion microbiana. Debido a la utilizacién de los acidos organicos, la
influencia de los acetatos y de los lactatos, solos 0 mezclados; sobre el crecimiento de

(Listeria, monocytogenes), ha sido particularmente estudiada.

Las sustancias conservadoras, son agentes antimicrobianos o agentes quimicos que
se emplean para evitar el crecimiento de microorganismos en alimentos, como los
siguientes que solo inhiben el crecimiento: benzoico, acético, sorbico, lactico y
propidnico (y sus sales); parabenos, nitritos, nitratos y antibidticos. Actuan de
diferentes formas: pueden alterar la membrana celular y sus enzimas, interferir en el

mecanismo genético, afectar la permeabilidad, modificar las rutas metabdlicas. Su
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eleccion debe basarse en la selectividad de inhibicion, solubilidad, pH del sistema,
carga microbiana, costo y otros factores; Badui (1998)

3.4.1. Glucono-delta-lactona, (GDL)

Glucono-delta-lactona, E-575. (GDL). Férmula quimica: CeH100s. Polvo blanco
cristalino, casi inodoro, se descompone a 153°C; de sabor dulce, soluble en agua, se
usa en procesamiento de carnes, el cual se descompone y produce acido gluconico el
cual selecciona la microflora en embutidos; Badui (1998). También conocida como
gluconolactona, es un aditivo alimentario, utilizado como secuestrante, acidificante o
agente de curado. Es una lactona del acido D-gluconico. GDL es un polvo cristalino

inodoro blanco, En (https://en.org/Glucono-delta-lactone).

La Glucono-delta-lactona, (GDL); es un derivado de la glucosa, es decir, un
carbohidrato. Quimicamente es un anhidro del &cido glucénico. Bajo la influencia del
agua contenida en la carne o la pasta, (afiadida o de constitucion); se hidroliza y se
transforma en acido gluconico, con lo que desciende el pH; Frey (1985) citado por
Garcia O (2007), ver figura.... Es un madurador o agente acidificante, pues son aditivos
alimentarios importantes para otorgar las caracteristicas organolépticas a productos
embutidos crudos principalmente. Para lograr esta acidificacion, se pueden emplear

cultivos iniciadores de bacterias acidos lacticos, como también acido lactico o citrico.

= - S
Glucono Delta Lactone (GDL)
Food Grade Tofu Coagulant

Net Wt: 200g
Product of USA

Figura 14. Glucono delta lactona (GDL), grado alimenticio


https://en.org/Glucono_delta-lactone
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Sin embargo, es un excelente acidulante con muy buenos resultados tecnologicos.
La Glucono-delta-lactona (GDL), que disuelta en agua es precursor del &cido
glucédnico, el cual progresivamente disminuye el pH del sustrato donde se agregue o
participa, otorgando el sabor caracteristico de estos productos. Glucono-delta-lactona,
éster interno del acido gluconico, produce por hidroélisis una acidificacion progresiva,
por lo cual inhibe el crecimiento microbiano y acelera también la formacion de color
en el proceso del curado. En ausencia de una flora adecuada en la elaboracion de
embutidos, puede ocurrir que no se produzca el descenso del pH o bien que su
disminucion sea insuficiente. Para resolver este problema se ha buscado una sustancia
quimica capaz de provocar o producir el descenso del pH, asi se lleg6 al producto
Glucono-delta-lactona, (GDL); Frey (1995)

Segin Amo (1986), la GDL es un éster del acido glucénico que se presenta en forma
de polvo blanco, cristalizada, sin olor particular y de sabor agradable, parecido a otros
azucares; muy soluble en agua, se hidroliza en la pasta del embutido, dando origen al
acido glucénico, en conjuncion con varios factores fisicoquimicos: humedad, pH
inicial, poder tampon de la carne, temperatura y la asociacion de otros como la adicion
de azlcar y &cido ascérbico o sus sales. La GDL coadyuva a que no crezcan gérmenes
indeseables en el embutido, al conseguir valores de pH no aptos para su desarrollo, del
mismo modo como lo hacen los azlcares como consecuencia de la fermentacion
lactica. Glucosa-delta-lactona (GDL), actia como acelerador de curacion

disminuyendo el pH de la emulsién durante el proceso térmico.

La GDL se utiliza, segin Durand (2002), para acelerar el descenso del pH de los
productos secos madurados (salchichas y embutidos curados). En ausencia de GDL, el
descenso del pH es lento. En presencia de GDL, el descenso del pH es rapido, la
gelificacion de las proteinas también y es posible obtener un producto “loncheable” en
tiempos cortos. Sin embargo, la calidad sensorial no es exactamente la misma. Se
pueden afiadir a la mezcla pequefias cantidades de GDL, normalmente del 0,1% al

0,2%. Sin embargo, con la finalidad de no dafiar la estabilidad de la emulsion, que es



91

sensible a los acidos. Existen GDL's llamadas “retardadores” recubiertas por sustancias
insolubles en agua (generalmente derivadas de lipidos) que se funden cuando asciende
la temperatura, supone una seguridad con respecto a la estabilidad de la emulsion, la
hidrolisis comienza cuando la GDL es liberada al entrar en contacto con el agua (de

constitucion o afiadida), del embutido.

3.4.2. Acido lactico

Acido lactico, E-270. Formula quimica: CsHsOs. El producto comercial es un
liquido incoloro, viscoso, algo amarillo, mezcla de 4cido y lactato, contiene de 50-
90% de &cido, higroscopico. Conservante de origen natural o quimico; Badui (1998).

Obsérvese la figura 15.

O

OH

Figura 15. Presentacion comercial del acido lactico

El empleo del acido lactico en productos carnicos y carne fresca procesada, se hace
con la finalidad mejorar sus propiedades organolépticas limitando la contaminacion del
producto y/o retardando o inhibiendo el crecimiento de microorganismos
descomponedores. Una vida de anaquel mas larga permite al procesador desarrollar

nuevos productos frescos procesados, como los embutidos. Los dias extra de vida de
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anaquel adquiridos por la adicion de estos aditivos proporciona al productor una
oportunidad de vender sus productos frescos en un periodo més extenso, e incluso ya

en manos de los consumidores.

El &cido lactico tiene multiples usos, ya que se aplica en diversos &mbitos como la
medicina y la industria, tanto alimenticia como quimica. Cabe resaltar que este 4cido
es una sustancia que se encuentra presente en la naturaleza como parte de los
metabolitos del organismo, pero comercialmente se obtiene por reaccion quimica o por
fermentacion; y suele encontrarse en su versién pura en liquido o en su forma anhidra
como solido. Las bacterias que producen el &cido lactico forman parte de los grupos
mas importantes de microorganismos que se utilizan en la fermentacion de los
alimentos. Por tal razon es que este acido es ampliamente utilizado en la industria
alimenticia como conservante y aromatizante, ya que tiene la capacidad de regular la

acidez de los alimentos, conservarlos e incluso mejorar su sabor, Hugo (2009)

3.4.3. Acido acético

Acido acético, E-260. Férmula quimica: C,H4O. El 4cido acético (también llamado
acido metilcarboxilico o cido etanoico), puede encontrarse en forma de ion acetato.
Se encuentra en el vinagre, y es el principal responsable de su sabor y olor agrios.
Acidificante de origen natural, preferiblemente de origen vinico. Toxicidad: si es de
origen vinico no presenta. Usado en alimentos: acidulantes, condimentos y pan

industrial. En (https://es.org/industries/)


https://es.org/industries/
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Figura 16. Presentacion comercial de acido acético al 5%, grado alimenticio

Se encuentra en forma natural en muchos alimentos, se sintetiza por oxidacion del
aldehido acético. Liquido incoloro, miscible en agua, de olor picante y sabor &cido; se
usa generalmente en forma de vinagre (4-8% acido) para acidificar o como conservador
contra levaduras y bacterias, y en menor proporcion contra hongos, su efecto aumenta

al disminuir el pH ya que la forma sin disociar es mas activa; Badui (1998).

La hipdtesis mas corrientemente emitida en lo que concierne a la eficacia del lactato,
es que una fuerte concentracion del lactato inhibe la sintesis del piruvato, ruta principal
del metabolismo de los microrganismos, pero como el lactato tiende a desaparecer con
el transcurso del tiempo su efecto no es permanente. Las dosis demasiadas elevadas de

lactato generan sabores desagradables; Durand (2002)

3.4.4. Acido formico
El &cido metanoico, tambiéen llamado acido férmico, es un &cido organico de un solo

atomo de carbono, y por lo tanto el mas simple de los acidos organicos, (ver figura 17).
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Su férmula es H-COOH (CH202), el grupo carboxilo es el que le confiere las
propiedades acidas a la molécula. Su base conjugada se ve estabilizada por dos
estructuras de resonancia, favoreciendo su acidez. Teniendo en cuenta que el pH varia
generalmente entre 1.0 y 14.0 (siendo 7.0 el pH neutro); podriamos decir que el acido

férmico, pese a ser un &cido de origen natural es relativamente fuerte.

Entre otras propiedades el &cido metanoico o férmico es un &cido liquido, incoloro,
de olor irritante, con punto de ebullicion de 100,7 °C y de congelacion de -8,4 °C y es
completamente soluble en agua pues su cadena carbonada es muy corta y facilmente
ionizable. En el agua el acido formico se disocia, reaccionando de la siguiente manera,
ionizandose: H-COOH + H20 — H-COO™ + HzO*. Cuando se manipule acido
férmico hay que hacerlo con guantes, ya que este en contacto con la el que inyectan las
hormigas al morder. De ahi el nombre de formico (del latin formicam, hormiga). En la
siguiente figura 17, se puede observar su férmula estructural y su presentacion

comercial

Figura 17. Presentacion del acido formico al 85%, grado alimenticio


http://es.wikipedia.org/wiki/Agua
http://es.wikipedia.org/wiki/Metanoato
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidronio
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3.5. Algoritmo de disefio de muestreo estadistico experimental de la investigacion

Se utilizan algoritmos de disefios de muestreos estadisticos robustos del tipo de
llenado de espacio (Space filling, estocastica en laboratorio y experimentacion
determinista informatica), usando el médulo DOE y los algoritmos de la opcidn Space
Filling Design, del Software SAS JMP v8.

3.6. Procedimiento para el ajuste de modelos estadisticos lineales, aditivos y de
alto orden

Se utilizan las dos (02) las plataformas de regresion Screening y At least square, del
Software SAS JMP v8:
1. Modeling, opcidn Screening Ridge

Esta plataforma informética Screening, se utiliza para explorar modelos lineales
aditivos cuadraticos con interacciones de alto orden y explorar maltiples y variadas
combinaciones de términos de interaccion de alto orden hasta el exhausto, utilizando
estrategias de regresion de minimos cuadrados ordinarios (At least square Ridge)
matriciales. La tactica de regresion utilizada es “Seleccion hacia adelante” (Fordward
Stepwise Regression). Las variables se introducen secuencialmente término a término
en el modelo. La primera variable que se introduce es la de mayor correlacion (+ o -)
con la variable dependiente. Dicha variable se introduce en la ecuacion solo si cumple
el criterio de entrada de alta correlacion. A continuacion se considerara la variable
independiente cuya correlacién parcial sea la mayor y que no esté en la ecuacion. El
procedimiento termina cuando ya no quedan variables que cumplan el criterio de

entrada.

El procedimiento se inicia a partir de la matriz “D” de disefio de muestreo
estadistico, la cual se expande esta matriz y construye la matriz “X” de disefio del
modelo poblacional cuadraticos puros y sus interacciones de primer orden (si hay mas
de dos variables experimentales Xi, se generan términos cuadraticos no puros y
términos cubicos, cuarticos,..., no puros), es decir terminos de interaccion de alto

orden. Cada vez que se crea una matriz “X”, con nuevos términos, esta es
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ortogonalizada Ridge, para evitar la multicolinealidad. A su vez, en cada ciclo que se
agregan términos nuevos, son eliminados los términos que no se ajustan a la regresion

adecuadamente.

La novedad del método de regresion Screening, es que una vez terminado el primer
proceso anterior (Fordward Stepwise Regression), se procede a introducir
combinaciones de términos de muy alto orden (interacciones entre términos de alto
orden del modelo inicial), repitiendo Fordward Stepwise Regression. Ademas, al final
el algoritmo, si no hay un buen ajuste, da indicios de necesidades de términos méas
complejos; indicando esto que el proceso estudiado tiene comportamientos no lineales.
Después de estos procedimientos matriciales, finalmente se selecciona el modelo de

mejor ajuste.

2. Fit Model, opcion At least square.
Una vez experimentado el procedimiento screening y seleccionado el modelo més
robusto, se introduce en la caja de dialogo de la plataforma Fit Model, con la opcién

At least square (minimos cuadrados ordinarios matricial Ridge).

Los dos procedimientos anteriores se repiten para cada variable respuesta (Yi),
tantas veces como respuestas se midan en el laboratorio estocastico. Con este
procedimiento se construye entonces un conjunto de ecuaciones, que se corresponde
con el metamodelo emulador del proceso. Metamodelo utilizado para la optimizacion

multiobjetivo via simulacion.

Con este procedimiento, se ajusta un modelo a la vez; es decir un modelo (ecuacién)
para cada respuesta y, luego el conjunto de modelos, se toma como el metamodelo
emulador (Multioutput Regression), a resolver en forma conjunta, en un simulador
estadistico; donde primero se realiza un screening exploratorio con el objetivo de
verificar si el sistema de inecuaciones tiene solucidn para las restricciones establecidas,
es decir para las reglas difusas exigidas y, luego un ajuste basado en un compromiso

técnico estadistico, siguiendo las recomendaciones y cuidados de Browlee (2020). En
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lo siguiente, se muestra la secuencia de pasos y caracteristicas usadas para ajustar y
verificar la bondad de ajuste.

Una vez corrido el proceso Screening, se estudia.

1. La discriminacion de efectos; un grupo (highlight: resaltado en color), grupo de
variables experimentales que tienen alto grado de efecto significativo sobre la respuesta
medida.

2. Los valores de contraste para cada efecto, ratio t de Lenth, calculadas como el valor
de contraste dividido por el PSE (pseudo-estandar error) de Lenth, valor p individual y
simultaneo, y alias si los hay. Se resaltan de color negro los efectos significativos y
marginalmente significativos. El error estandar utilizando el método de Lenth (1989) y
se muestra como una tabla de Deteccion de efectos. Esta estimacion, llamada pseudo
estandar error, se forma tomando 1,5 veces el valor absoluto medio de las estimaciones
después de eliminar todas las estimaciones mayores que 3,75 veces la estimacion
absoluta media en el conjunto completo de estimaciones. Para verificar el grado de
normalidad de Gauss de los residuales, se estudian los graficos Normal Plot, el Half-
Normal Plot, el Bayes Plot y; el Gréafico de Pareto, para detectar el grado de

contribucion de los parametros.

3.7. Equipos, instrumentos, implementos e insumos. Analisis microbioldgicos en
laboratorio

- Agua destilada

- Varillas de vidrio para mezclado

- Placas RA 3M Petrifilm (Recuento de aerobios y coliformes)

- Horno de incubacion con temperatura regulable

- Lupa de lectura de placas Petrifilm

3.8. Analisis microbiolégico en laboratorio de microbiologia
Los analisis microbioldgicos (aerobios mesodfilas y coliformes totales) se realizaron

solo durante la validacion de la mezcla acidulante (mezcla Optima aplicada a la muestra
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funcional de andlisis), bajo almacenamiento al ambiente sin refrigeracion. Estos
andlisis como una forma de estimar la efectividad de control de crecimiento y

desarrollo microbioldgico de la gestion de conservacion del producto terminado.

Las muestras fueron sembradas en Placas RA 3M Petrifilm por triplicado, para hacer
recuento de aerobios mesofilas totales (resultados en 48 horas) esta tecnologia permitid
sembrar la muestra directamente y ayudan a determinar las poblaciones de bacterias
aerobias y coliformes totales en procesos de pruebas. El tinte indicador y la rejilla
incorporada permiten identificar colonias con rapidez y precision. Siguiendo las
recomendaciones de la guia de interpretacion para Placas RA 3M Petrifilm.

3.9. Equipos, instrumentos e implementos de laboratorio de investigacion

- Mesones de acero inoxidable, cuchillos convencionales, molino para molienda de
carne, cutter, embutidora, engrapadora, horno-ahumador, cavas de refrigeracion.
-Base universal, buretas graduadas, micro pipetas, beaker de vidrio, bala agitador
magnético, plancha agitadora magnética con calentador eléctrico, termémetro
bimetalico, balanza electronica 0,01mg de sensibilidad, pHmetro (pH y potencial
redox), conductimetro (Conductividad eléctrica y solidos Disueltos Totales). Los

analisis quimicos realizados en laboratorio de investigacion:

3.9.1. Acidez i6nica (pH)

Para la estimacion del pH, se utilizd la Norma NMX-F-317-S-1978. (1978)
Adaptada por Avila y Rivas (2019). Método electrométrico con un potenciémetro
eléctrico, usando un pH Meter Hanna: HI 2211 (pH/ORP y °C).

3.9.2. Potencial redox (POR)
La medicion del potencial de oxido reduccion (mV) se realizdo segun las
recomendaciones de Avila y Rivas (2019), método electrométrico con un

potenciometro eléctrico, usando un pH Meter Hanna: HI 2211 (pH/ORP y °C).
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3.9.3. Conductividad eléctrica (CE) y Solidos disueltos totales (SDT)

Método electrométrico con un potenciometro eléctrico. Conductimetro TDS-3,
Conductividad eléctrica, Solidos Disueltos Totales y Temperatura (TDS-mg/kg y °C,
CE-uS/CM). Rango Dual: 0-999 mg/kg (resolucion de 1 mg/kg). De 1.000 a 9.990
mg/kg, la resolucion es de 10 mg/kg.

3.9.4. Capacidad buffer (CB)
La estimacién de la CB, se utiliza las recomendaciones de Avila y Rivas (2019),
método electrométrico con un potenciémetro eléctrico, usando un pH Meter Hanna: Hl

2211 (pH/ORP y °C), para titulacion hasta vencer una unidad de pH.

3.9.5. Acidez titulable total (ATT)

Para la estimacién de la ATT, se utiliza la Norma NMX-F-102-S-1978. (1978).
Adaptada por Avila y Rivas (2019), para ensilados quimicos. Método electrométrico
con un potencidmetro eléctrico, usando un pH Meter Hanna: HI 2211 (pH/ORP y °C),
para titulacion con NAOH [1 N] hasta llevar el pH 8,2 a 8,3.

Todas las determinaciones fueron realizadas por personal técnico del laboratorio de

investigacion, debidamente capacitado y entrenado, como se muestra en la figura 19.

N

Figura 18. Personal técnico especializado del laboratorio de investigacion
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Las variables anteriores se midieron durante la optimizacion de la mezcla
quimioacidulante y ademas durante la validacion de la optimizacion. Las variables que
a continuacion se describen, se medieron solo durante la evaluacion de calidad de
almacenamiento en el tiempo, de la mezcla quimioacidulante en los embutidos
producidos. Luque (2022). Todas estas variables fueron medidas con el equipo
multifuncion que aparece en la figura 18, a manera de comprobar las mediciones

realizadas como un patron de referencia adicional.

Figura 19. Equipo de medicion multirespuesta. Medicion variables dependientes
Fuente: Luque (2022)

3.10. Procedimiento experimental (materiales y métodos)
3.10.1. Materiales
3.10.1.1. Cachama fresca
Para la obtencién de las unidades experimentales (embutido genérico), se obtuvo

especimenes (individuos) de cachama hibrido recién capturadas (Colossoma x
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Piaractus), en la estacion piscicola de la empresa Deforestaciones San Carlos
(DEFORSA) del estado Cojedes—Venezuela. Los individuos usados en el estudio son
cultivados de forma semi-intensiva en lagunas acondicionadas para tal fin. En la figura

20 se puede observar el tipo de individuo usado.

Figura 20. Cachamas usadas en el experimento
Fuente: Luque (2022)

3.10.1.2. Glucono-delta-lactona (grado alimenticio)

3.10.1.3. Acido lactico, (grado alimenticio)

3.10.1.4. Acido formico, (grado alimenticio)

3.10.1.5. Tripas manufacturadas, (nylon retractil). Marca: Visflex. Calibre: 60 mm.

3.11. Equipos

3.11.1. Separadora mecanica de pulpa de pescado. Marca: YANAGIYA. Modelo SY -
100s.

3.11.2. Micro-cutter (cortadora-mezcladora). Marca Seydelmann, tipo K21-Ras N°
79117, capacidad 12 Kg.
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3.11.3. Embutidora de piston. Marca F-Maschinen, tipo 20/4 Bpsvar N° 2017058,
capacidad 20 Kg.

3.11.4. Determinador actividad de agua, (aw). Marca: Aqualab. Modelo: CX-2
3.11.5. pH-metro. Marca: Corning. Modelo: 125

3.12. Proceso tecnoldgico para la obtencion de la pulpa de cachama hibrido
(Colossoma x Piaractus)
3.12.1. Etapa I. Obtencién de la pulpa de cachama

Dos especies nativas han ocupado la atencion en la piscicultura venezolana, la
cachama negra o cherna (Colossoma macropomun), con la cual se inicid la piscicultura
a fines de los afios 70, y la cachama hibrido, producto del cruce de ejemplares hembras
de la cherna y machos de la cachama blanca o morocoto (Piaractus brachypomus),
cuyos alevines resultaron con escamacion blanca, parecida al morocoto, atractivo en el
mercado, cabeza pequefia, de répido crecimiento, mas &gil de movimientos y mas
resuelta que la cherna a tomar con evidente voracidad cualquier tipo de alimento; mas
resistente a las enfermedades, (véase figura 21), mas rastica en el manejo y/o traslado
de un estanque a otro; Hurtado (1996). Aunque mucho podria hacerse para mejorar la
utilizacioén del pescado mediante el empleo de los métodos convencionales, los
principales avances van unidos sin embargo al uso de nuevas tecnologias; Gil y Bello,
(1986).
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Figura 21. Cachama hibrido (Colossoma x Piaractus)
Fuente: Luque (2022)

Los individuos usados fueron capturados en horas de la mafiana (8:00 a.m.) por

medio de mallas y fueron clasificados de acuerdo a la longitud estandar (Ls), medida
en cm, desde la cabeza (boca) hasta la bifurcacion en “v” de la aleta caudal, altura
(Hadrv) definida como la altura comprendida desde la base de la aleta dorsal hasta la
base de la regidn ventral y a través del peso en g (Pcacha) de cada uno de ellos, (en el

Laboratorio de Ingenieria y Tecnologia de Alimentos (LITA), Unellez Cojedes.

Estos individuos fueron medidos con una cinta métrica convencional y su peso
determinado con una balanza semi-analitica marca Denver Instrument, modelo XL-
6100 y precision de 0,01; figura 22. Luego fueron introducidos en cavas
convencionales con hielo en cubitos. Posteriormente, se trasladaron hasta el
Laboratorio de Ingenieria y Tecnologia de Alimentos (LITA), del Vice-Rectorado de
Infraestructura y Procesos Industriales (UNELLEZ — Cojedes), en la ciudad de San
Carlos, Cojedes — Venezuela.
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Figura 22. Balanza digital marca Denver Instrument, modelo XL-6100
Fuente: Luque (2022)

Una vez en el LITA se colocaron en cavas de refrigeracion (semi-industriales) con
las siguientes condiciones: temperatura entre 0 - 5+ 0,5 °C, humedad relativa 85-90%
y velocidad del aire de recirculacién 1-2 m/s. Luego, se procedio a la obtencion de la
pulpa de las cachamas y la elaboracion de las unidades experimentales o producto
terminado (embutido genérico) respectivamente; siendo ejecutado en dos etapas, como

se especifica a continuacion:

Las cachamas frescas con un peso relativamente uniforme de aproximadamente 500
+/- 50 g, fueron sacadas de las cavas de refrigeracion al cabo de 6 hora post-captura
aproximadamente y se sometieron a un lavado preliminar con agua potable mezclada
con hielo en proporcion 3:1 para alcanzar una temperatura cercana a su punto de
congelacién. Para la obtencion de la pulpa se usé el esquema tecnolégico mostrado en
la figura 23.
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Figura 23. Esquema tecnoldgico para la obtencion de la pulpa de cachama
Fuente: Luque (2022)

A continuacion, se describen cada una de las etapas practicadas:

3.12.1.1. Descabezado
Consistio en la separacion de la cabeza del resto del cuerpo con un cuchillo

convencional a nivel del opérculo.

3.12.1.2. Evisceracion
Corte con cuchillo convencional, a nivel de la region ventral, desde el disco 6seo de
las agallas hasta el ano. Se tuvo la precaucién de no romper el tracto digestivo, ni la
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vesicula biliar; ya que el contenido de estos puede contribuir a la alteracion
microbioldgica de la pulpa y/o a desmejorar sus propiedades organolépticas, puede

provocar mal sabor, (amargo); en la pulpa obtenida.

3.12.1.3. Fileteado
Division la canal en dos medias canales. Se tuvo la precaucion de sacar los filetes
justo diseccionando la espina dorsal con el fin de mantener una relativa uniformidad

en ambos filetes, condicion importante para la separacion mecénica de la pulpa.

3.12.1.4. Lavado
Se us6 agua potable mezclada con hielo en proporcién 3:1, a temperatura cercana al
punto de congelacidon de la pulpa (-1,5°C); para eliminar restos de sangre e impurezas.

3.12.1.5. Enfriamiento de los filetes

Luego, los filetes se introdujeron en cavas de refrigeracion con hielo en recipientes
de polietileno para estabilizar la temperatura cercana o por debajo a 0°C, por un tiempo
aproximado de 6 horas. Esto con el fin de evitar la desnaturalizacion de las proteinas
de la pulpa, al momento del despulpado como consecuencia de la friccion generada al
extraerla con el equipo de despulpado mecanico.

3.12.1.6. Despulpado (separacion mecanica de la pulpa)

Posteriormente, se procedid a la separacion mecéanica de la pulpa de los filetes
utilizando una separadora mecénica de tecnologia japonesa, marca YANAGIYA,
modelo SY-100S (figura 24); obtenida la pulpa se mantuvo bajo condiciones de
temperatura inmediatamente inferior al punto de congelacion de la misma (-2°C,

+2°C), durante 14 horas aproximadamente.
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Figura 24. Despulpadora mecanica, marca Yanagiya. Tecnologia japonesa
Fuente: Luque (2022)

En Venezuela es necesaria la introduccién de tecnologias aplicadas en otros paises
no solo para el mejor aprovechamiento de la pulpa (carne) de pescado, sino para
comenzar a consumir este alimento en forma diferente al fresco, salado y en conserva;
que son las maneras de comercializar y aprovechar el pescado en Venezuela. De esta

manera se estimularia el consumo de este recurso como fuente alternativa de proteinas.

Sin embargo, la introduccién de una nueva tecnologia y de una especie poco
estudiada a nivel del procesamiento de su pulpa requiere la recopilacion de una gama
de informacidn basica que garantice la obtencién de un producto de buena calidad,
especialmente si se utiliza como materia prima al pescado que tiene caracteristicas que
lo hacen altamente perecedero. Ademas, las espinas incrustadas en su pulpa le

confieren un factor de rechazo.

Indudablemente mucho podria hacerse para mejorar la utilizacién del pescado
mediante el empleo de los métodos convencionales, los principales avances van unidos

sin embargo al uso de nuevas tecnologias; Gil y Bello (1986).
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Con el objeto de aumentar al maximo el proceso de picado y de recuperacion de
tejidos, se han disefiado maquinas que son capaces de desprender todos los tejidos
blandos de la piel, espinas y de los huesos. Con equipos similares como el mostrado
en la figura 24, es posible tedricamente extraer casi todo el tejido muscular de cualquier

especie de pescado.

El fundamento basico por el que estos equipos resultan tan eficaces es
comparativamente simple. Cuando la banda de goma (poliuretano) o parte de
ella comprime al producto (filetes) sobre una placa o rodillo perforado el
tejido blando (pulpa) pasara a través de dichas perforaciones en forma de carne picada,
mientras que la piel y las partes 6seas se quedan atras. A menudo a estas maquinas se

les denomina deshuesadoras. Connell (1987).

La pulpa obtenida para la fabricacion del embutido genérico se hizo tomando como
referencia lo estipulado en la Norma Venezolana Covenin 3086:1994, Pulpa de pescado
(Requisitos). De acuerdo a dicha norma, el pescado (cachamas) debe ser descabezado

y eviscerado manualmente o usando maquinas disefiadas para tal fin.

Luego de eviscerado se debe lavar bien, por inmersion o por ducha. Limpio, se debe
realizar una separacién de la pulpa manual o mecénicamente. Cuando el proceso lo
requiera se pueden incorporar aditivos con funciones estabilizantes, texturizantes y
mejoradoras de las propiedades organolépticas, tales como: crioprotectores
(polifosfatos de sodio, sacarosa, sorbitol), especias, condimentos y aditivos; y
mejoradores de textura (almidones).

3.13. Deshuesado mecanico

Con el objeto de aumentar al maximo el proceso de picado y de recuperacion de
tejidos, se han disefiado maquinas que son capaces de desprender todos los tejidos
blandos de la piel y de los huesos. Equipos como el mostrado a continuacion (véase
figura 25), es posible tedricamente extraer casi todo el tejido muscular de cualquier
especie de pescado, Connell, J.J. y Hardy, R. 1987 et al., (1987).
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Figura 25. Separadora mecanica, capacidad 100 kg/h. Modelo: SY-100
Fuente: Luque (2022)

3.13.1. Rendimiento y composicién de la pulpa

Segun Suzuki (1987), la porcion comestible del pescado varia con la forma, la edad
y si la captura se ha efectuado antes o después del desove; pero a grandes rasgos se
encuentra entre 45-50% de su peso total. En pescados donde la cabeza o la zona ventral
estdn muy desarrollados (peces planos), la porcion comestible oscila entre el 35-40%.
La composicién del musculo de pescado es la siguiente: proteina: 15-24%; lipidos:

0,1-22%; carbohidratos: 1-3%; sustancias inorganicas: 0,8-2% y agua: 66— 84%.

3.13.2. Aspectos generales del deshuesado mecanico

A pesar gque se ha demostrado que el deshuesado mecanico hace posible aumentar
el rendimiento de la carne recuperada y reducir el costo de procesamiento en relacion
a los métodos convencionales para poder elaborar alimentos aceptables para consumo

humano, es indispensable que se conozca las condiciones que permiten alcanzar,
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mantener y controlar las propiedades de buena calidad de la carne deshuesada de
pescado (pulpa); Gil y Bello, (1986).

La explicacion sobre este aspecto la dio Martin (1976), citado por Gil y Bello
(1986), el cual indico que la carne, (pulpa) obtenida por este proceso de deshuesado
esta libre de espinas, piel, huesos, etc., y posee una estructura fibrosa con una calidad
en muchos casos superior a la obtenida por otros procesos de molienda y puede ser
usada para la elaboracién de una variedad de productos de diversas formas, (véase
figura 26).

Figura 26. Pulpa de cachama obtenida en proceso de despulpado mecéanico
Fuente: Luque (2022)

Asi mismo, Carver y King (1971), indicaron que la carne obtenida por la accién de
las maquinas deshuesadoras presenta una textura suave y el tamafio de sus particulas
dependeréa del diametro de las perforaciones del tambor, las cuales oscilan entre 3—7
mm.

La Universidad “Ezequiel Zamora” (UNELLEZ), con sede en San Carlos estado
Cojedes interesada en contribuir en el desarrollo del procesamiento de especies de
aguas continentales en el area de influencia de nuestra institucion ha estado realizando
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ensayos e investigaciones sobre pulpa de cachama obteniendo productos como Jamén
cocido, Jamon endiablado (enlatados) y Embutidos. La pulpa de cachama puede ser
una alternativa para la comercializacion de la cachama, ya que a partir de ésta se pueden

elaborar una serie de productos; Gil y Bello, (1986).

A tal efecto, Gutiérrez y Bello (1990), utilizaron pulpa de cachama en la elaboracion
y evaluacion de productos empanizados con buenos resultados, igualmente Villapol y
Bello (1990), elaboraron y evaluaron carne de hamburguesas a partir de pulpa de
cachama con resultados satisfactorios. Por otra parte, Ortiz y Bello (1990) realizaron
estudios de la estabilidad de los &cidos grasos de cachama ampliando asi el area de

estudio de componentes vinculados con la pulpa de cachama.

En Venezuela casi toda la produccion de origen piscicola continental es consumida
a nivel local en forma fresca, en salazén; y la transformacion de ésta en otros productos
de valor agregado permite incentivar a los cultivadores para una mayor produccién e
ingreso por la actividad de cultivo de manera intensiva. Cuando la comercializacion
del pescado en forma fresca se dificulta; ya sea por su aspecto exterior o caracteristicas
sensoriales y la cantidad producida lo permita, se puede procesar la carne en productos
no convencionales; por ejemplo, productos a base de pulpa; Kodaira, (1995).

Existen factores en la decision del rechazo de la especie por el consumidor, la
apariencia externa de la cachama con su coloracion dorsal oscura, casi negra en la piel
y a la presencia de abundante cantidad de espinas y escamas. Esto se minimiza usando
el deshuesado mecanico, dando excelentes resultados en paises tales como Japén,

EEUU vy algunos de Europa.

En el caso de la cachama, los productos a base de pulpa son muy ventajosos, porque
se pueden acondicionar segun las caracteristicas deseadas del producto final tales
como: lavar la pulpa para dar textura y color deseado; incorporar diferentes aditivos

para mejorar las propiedades organolépticas, asi como para dar estabilidad. En este
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sentido en el Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, Facultad de Ciencias
(UCV), se han realizado investigaciones sobre la factibilidad de utilizacion de pulpa de
cachama (Chiquin, 1991; Mieres, 1991).

Igualmente se logro sustituir la carne de res, cerdo o pollo con pulpa de cachama en
la elaboracién de hamburguesas. La incorporacion de especias y condimentos en la
formulacién permitié modificar el sabor tipico de la carne de cachama, aumentando la
aceptabilidad. En productos emulsificados, como las salchichas, mortadelas; formulada
con la pulpa de cachama, sin aditivos; resultaron igualmente de excelente aceptabilidad
(94%) al nivel del publico consumidor; Laurenco (1993).

Desde el punto de vista nutricional estos productos mostraron un alto contenido de
proteinas y bajos en grasas. A pesar de las ventajas que presenta la pulpa de cachama
para la elaboracion de una gran variedad de productos es importante considerar que se
requiere de una gran cantidad de materia prima para que sea rentable, rendimiento
inferior al 40%; Kodaira (1995). Sin embargo, el material restante (60% residuos)
pueden ser aprovechados para elaborar ensilados biol6gicos o quimicos, que sirven
como pre-mezcla para elaborar alimentos balanceados para la cria intensiva de peces o

para otros animales criados en cautiverio.

3.14. Aspectos generales para la elaboracién del embutido genérico
Los embutidos genéricos se elaboraron en el Laboratorio de Ingenieria y Tecnologia
de Alimentos (LITA) de la Universidad “Ezequiel Zamora” (UNELLEZ-VIPI), San

Carlos-Cojedes.

Wirth, (1992), establece que los embutidos escaldados son productos que han
sufrido un tratamiento térmico a través del escaldado, cocido, asado u otra manera en
las cuales la carne cruda picada ha sido desintegrada total o parcialmente a la que se le
afiade sal comun (también en forma de otras sales necesarias para el procesado con la

cutter; por lo general se adiciona agua potable en forma de hielo). La proteina muscular
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de esta carne se aglutina en mayor o menor medida por el tratamiento térmico de tal
manera que un posterior posible calentamiento presenta firmeza al corte. La calidad de
los embutidos escaldados depende principalmente de la capacidad y estabilidad de la

proteina carnica para fijar el agua y la grasa.

Para preparar las emulsiones carnicas de los embutidos cocidos como las salchichas
0 bologna, los fabricantes colocan juntamente en el plato (“bowl”) de la cortadora
“cutter”; (véase figura 27); las carnes magras congeladas, el hielo o el agua, la sal, las
especies y los agentes del curado; (normalmente nitrato sodico, nitrito sodico e
isoascorbato sodico); mezclando los ingredientes y aditivos, dejando funcionar la
cortadora-mezcladora 1-3 minutos; a continuacion, se afiaden la grasa, se prosigue la

division hasta que la emulsion se estabiliza y alcanza la textura deseada, con la

precaucion de no exceder la temperatura de operacion de 12-15 °C; Price y Scheweigert
(1976).
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Figura 27. Cutter o cortadora. Efecto de cortado/mezclado/emulsificado
Fuente: Luque (2022)

Segun Norma Covenin (1088:76), los embutidos son aquellos productos carnicos
elaborados a partir de carnes autorizadas para consumo humano, sometidas o no a
procesos de curacion, adicionadas o no de despojos comestibles y grasa de cerdo,
productos vegetales, leche en polvo completa, semidescremada, descremada o
productos lacteos tales como caseinato de sodio, suero de leche en polvo u otros
productos autorizados por la autoridad competente; condimentos y especias;
introducidas en tripas naturales o artificiales aprobadas por el organismo competente y
la carne es la parte comestible, sana y limpia de la musculatura esquelética de bovinos,
ovinos, porcinos y caprinos u otros animales de consumo autorizado por el organismo

competente.

Por extension, se designa también como carne, la de las especies de consumo
autorizado por el organismo competente tales como animales de corral, caza, pescados,

crustaceos y moluscos.
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El Codigo Alimentario Espafiol (1992), define a los embutidos escaldados como los
preparados con carne finamente picada, sometidos durante un tiempo variable a la
accion del agua caliente de 70 a 80 grados centigrados, ahumados o no posteriormente.
En forma genérica por su elaboracién los embutidos se clasifican en: frescos, curados,
escaldados, (a ésta ultima clasificacion pertenece la unidad de analisis del presente
trabajo de investigacion).

3.15. Aditivos

Es toda sustancia que puede ser afiadida intencionalmente a los alimentos y bebidas,
sin el propdsito de cambiar su valor nutritivo a fin de modificar sus caracteres, técnicas
de elaboracion o conservacién y/o para mejorar su adaptacion al uso que son

destinados; Codigo Alimentario Espafiol (1992).

También se define como aditivo alimentario a toda sustancia no consumida
normalmente como alimento por si misma y no empleada como ingrediente principal,
tenga o no valor nutritivo, de cuya adicion al alimento, resulte o pueda esperarse que
directa o indirectamente, ella o sus subproductos se convierten en un componente de
tal alimento o afecte sus caracteristicas. El término no comprende los contaminantes o

residuos de plaguicidas; Garcia Roché (1991).

Figura 28. Aditivos usados
Fuente: Luque (2022)
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3.15.1. Aceite vegetal

Los aceites vegetales se utilizan como complemento de las grasas animales.
Teniendo en cuenta su textura liquida, son faciles de emulsificar, Durand (2002).
Entendiendo, que una emulsion es un sistema que comprende dos fases liquidas
inmiscibles, normalmente una fase acuosa y una fase grasa. En el &mbito de los
embutidos, aunque se habla de emulsion en el caso de los productos finamente picados,
puede tratarse de una dispersion de particulas sélidas en una fase liquida. Sin embargo,
se pueden asimilar estos productos a emulsiones auténticas del tipo aceite (fase
dispersa) en agua, (fase continua), dado que generalmente su elaboracién sigue las

reglas que se aplican a las emulsiones.

3.15.2. Sal comun (Na ClI)

La sal comun (Cloruro de sodio) es la Unica sustancia que disuelta en agua provoca
un sabor salado puro sobre la lengua. Los embutidos escaldados en general poseen
entre 1,6 a 2,2% de sal coman. Los embutidos escaldados con un contenido de sal
inferior a 1,5% o superior a 2,2% son considerados como deficientes en sal 0 muy
salados, respectivamente. Teniendo en cuenta el hecho de que el sodio contribuye a
provocar complicaciones en la hipertension y que una gran proporcion de la poblacion
se alimenta con una dieta demasiado rica en sodio, parece indicado no ofertar al
mercado embutidos escaldados con altas cantidades de sal, mas bien la tendencia

deberia orientarse a una disminucién en la dosificacion de la misma; (Wirth, 1992).

3.15.3. Azlcar (Sacarosa)

Se utiliza para suavizar el sabor causado por las sales. Ademas, el azucar tiene
influencia sobre la coloracion final de algunos productos; Gerhardt (1980). Aun
cuando esta muy difundida la creencia de que el azlcar incorporado sirve sobre todo
para mejorar el sabor, conviene aclarar que esto sélo es cierto de una manera indirecta.
Los hidratos de carbono sirven también como donantes de energia para los
microorganismos presentes en la masa del embutido crudo, los cuales desdoblan a

dichos azucares hasta el escalafon de &cidos. Ciertamente, la incorporacion de azucar
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debe regirse por la naturaleza de la materia prima elegida, capacidad buffer de los
diversos materiales crudos como son la carne, la grasa, etc; Frey (1995).

3.15.4. Harina de trigo

Es un producto con baja cantidad de proteinas y altos contenido de almiddn, que no
poseen capacidad emulsionante, pero si ayudan a la capacidad de retencion de agua
(C.R.A) y alaligazdn; Price y Schweigert (1976).

3.15.5. Especias, condimentos y aditivos (ajo molido, pimienta blanca molida)

La palabra “especias” deriva del latin “species” y ya se denominaban asi por los
romanos. Las especias, ademas de su papel en los preparados carnicos de estimular el
sabor de las preparaciones activan la digestion; usadas en dosis convenientes, pero
también poseen propiedades antisépticas. Otras son capaces de alejar insectos, y
finalmente un cierto numero de ellas son antioxidantes. Amo (1986).

La norma francesa Afnor VV00-001, citada por Durand (2002); definid las especias
como “productos vegetales naturales o mezclados con ellos, exentos de materias
extrafias, utilizadas para dar sabor, aroma y para condimentar los alimentos”, Su
utilizacion es extremadamente antigua, las tradiciones perduran y algunas de ellas estan

indisolublemente a las denominaciones de consumo.

3.15.6. Nitratos y nitritos (Sal de cura)

Segln Garcia O (1991), en el cuadro de las carnes, el nitrato y el nitrito se emplean
como aditivos de uso alimentario multifuncional, pues actian como agentes
antimicrobianos y obran sobre las propiedades organolépticas. La propiedad
antimicrobiana mas importante del nitrito es su accion anticlostridial, particularmente
contra el Clostridium, botulinum. Las influencias del nitrito sobre las propiedades
organolépticas de la carne son bien conocidas. Los mecanismos de la reaccion del

color se explican por una combinacion del 6xido nitroso (generado por reaccion
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quimica de los nitritos) con los pigmentos de la célula muscular (mioglobina) vy el
pigmento de la sangre (hemoglobina).

La influencia del nitrito sobre el sabor y aroma de los productos carnicos curados
pueden estar relacionados, sino directamente, si indirectamente con la accion
antioxidante de este aditivo. Se ha demostrado que el nitrito retarda la oxidacion de los
lipidos y por lo tanto, la produccion de aromas indeseables. El nitrato es totalmente
innecesario en la tecnologia de los embutidos escaldados. Aungue es mucho lo
aprendido en los Ultimos 15 afios sobre la quimica del nitrito como agente curante, pero
aun no se ha encontrado otra alternativa valida cientificamente. Cassens (1995).

Garcia R (1991) expresa, la cantidad minima de nitrito necesaria para la formacion
de color de curado en la carne y productos carnicos y por tanto en embutidos escaldados
es de 30 a 50 (mg/kg). Ademas, las especies que provocan intoxicacion alimentaria
como el Clostridium, botulinum, Salmonellas y Estafilococos; son frenados en su

desarrollo por concentraciones de nitrito de 80 a 150 mg/kg.

3.15.7. Polifosfatos/fosfatos, (P20s)

Si en la masa se encuentra ademéas del agua como disolvente, la sal comin y
simultaneamente las polifosfatos, entonces se eleva notablemente la imbibicion de agua
por parte de las proteinas miofibrilares porque las mismas son divididas en actina y

miosina, separacion de los miofilamentos Wirth (1992).

La capacidad de retencion de agua (CRA) se define como la capacidad de la carne
de retener “su” agua durante la aplicacion de fuerzas exteriores, tales como cortes,
calentamiento, trituracion y prensado; Forrest et al., (1979). Entre los factores mas
importantes que afectan la CRA se encuentran: el pH, la concentracion de sales,

presencia de fosfatos y el estado bioldgico de las proteinas. Weinling (1973).
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3.15.8. Eritorbatos
Se usan como agentes reductores. Son sustancias coadyuvantes del enrojecimiento

en el desarrollo y estabilizacion del color del embutido escaldado; Wirth (1992).

3.15.9. Sangre de cerdo completa (SCC)

Wirth, (1992), establece que en la formacion del color rojo del curado el pigmento
muscular mioglobina reacciona con el 6xido nitrico (NO), el cual se forma a partir del
nitrito en medio acido. El pigmento de la sangre, el cual se ha de encontrar también en
pequefias concentraciones en la materia prima para embutidos escaldados, permanece
en la carne, musculatura y eventualmente en el plasma sanguineo. EIl compuesto 6xido
nitrico mioglobina/hemoglobina, que es el “rojo del curado” es relativamente estable a
la luz, al oxigeno y sobre todo estable al calor. Un producto carnico curado o tratado
por calor, como los embutidos escaldados poseen color rojo, mientras que un producto
elaborado sin sustancias de curado, es decir se afiade s6lo sal comin presenta un color
blanco grisaceo (productos blancos). Para corregir este defecto se debe usar sangre de

cerdo completa para generar un color parecido a los embutidos a base de carnes rojas.

La sangre, a veces desechada, ofrece una utilizacion como complemento o
sustitucion parcial de la proteina carnica. La sangre entera, en especial la de cerdo, se
ha usado tradicionalmente como materia prima esencial en la elaboracion de algunos
tipos de embutidos y otros. La sangre a emplear debe ser fresca, para evitar alteraciones
de aroma en el producto terminado; debe haber sido obtenida bajo estrictas normas de
higiene, por ser un producto muy perecible y favorable para el desarrollo de
microorganismos putrefactivos. Para el uso de sangre fresca es necesario inhibir el
fendmeno natural de la coagulacion, en forma mecénica por batido o agitacion o
quimicamente mediante uso de aditivos: polifosfatos o citrato trisodico. La sangre
entera se puede usar para mejorar la coloracion de algunos productos carnicos; Amo
(1986).
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Durand (2002) expresa que la sangre es un subproducto que sirve para la elaboracion
de morcillas. S6lo se utiliza la sangre de los animales de carniceria y mas

particularmente la de cerdo.

3.16. Etapa I1. Elaboracion del embutido genérico

PULPA DE CACHAMA

PESAJE
(Ingredientes/aditivos)

CORTADO- MEZCLADO
EMULSIFICADO

EMBUTIDO
AMARRADO
PLAN DE COCINADO

DUCHADO

REFRIGERACION

Figura 29. Esquema tecnoldgico para la elaboracién del embutido genérico
Fuente: Luque (2022)

3.16.1. Pesaje de los ingredientes y aditivos
Se procedi6 al pesaje de los ingredientes y aditivos de acuerdo a los célculos
correspondientes, en funcién de la formula disefiada y pre-establecida. El pesaje se

realizo en las balanzas que se muestran a continuacion, en la figura 30.
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Figura 30. Balanzas
Fuente: Luque (2022)

3.16.2. Cortado, mezclado y emulsificado.
Sometida la matriz de trabajo a este procedimiento, se establece la etapa del

embutido

3.16.3. Embutido
La pasta o emulsion carnica lograda se procedio a la etapa del embutido en tripas
manufacturadas conocidas como “cero mermas”, dando forma al embutido. Esta se

efectud en una embutidora tipo piston como la mostrada en la figura 31.
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Figura 31. Embutidora tipo piston, capacidad 18kg
Fuente: Luque (2022)

3.16.4. Plan de cocinado

El plan de cocinado se efectud en un tanque de acero inoxidable de doble camisa
con inyeccion de vapor. Se sometid el embutido a una temperatura inicial de 50°C por
45 minutos para lograr un asentamiento proteico. Posteriormente, se incremento la

temperatura hasta 85°C por 2,5 horas, hasta alcanzar 72°C en el punto frio del embutido
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Figura 32. Tanque de acero inoxidable de doble camisa, con inyeccion de vapor
Fuente: Luque (2022)

En la siguiente figura 33, se muestra la imagen del producto terminado obtenido.
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Figura 33. Producto terminado obtenido. (Embutido genérico)
Fuente: Luque (2022)
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3.17. Aprovechamiento de los residuos del proceso de despulpado mecénico de la

cachama

La produccién de ensilado, por fermentacion (biolégico) o por adicion de acidos
(quimicos) no se considera de desarrollo reciente, data desde 1.920 cuando A.l.
Virtanen inicio el uso de mezclas de &cido sulfarico y &cido clorhidrico para preservar
forrajes. Este método fue adoptado por Edin (1.930), para preservar pescado fresco

remanente de las capturas.

El ensilado quimico (&cido) a partir de pescado ha sido producido comercialmente
desde hace 40 afios en Dinamarca, donde la produccion anual de los Gltimos afios ha
sido de 60.000 toneladas. En Noruega, el ensilado es producido comercialmente con

pescado y otros sub-productos frescos de la industria pesquera.

Por todas las razones antes expuestas, hay un creciente interés en el proceso de
ensilado tanto artesanal como industrializado en los paises en vias de desarrollo, esto
se debe principalmente a que el ensilado de pescado (residuos), es una manera mas

efectiva de utilizarlos donde la produccién de harina es inapropiada e ineficaz.

En Venezuela se acostumbra a consumir el pescado de manera fresca o en salazén,
pero muy estacionalmente (Semana santa), dado las costumbres religiosas de algunos
miembros de la sociedad. Sin embargo, desde hace aproximadamente tres décadas, se
ha venido trabajando principalmente en universidades nacionales e instituciones
publicas, con la adaptacidn de tecnologias foraneas para lograr implantar sistemas que
son de gran beneficio. Un problema especifico para el consumo fresco directo de la
mayoria de los pescados provenientes de aguas continentales, es que dentro de su
estructura corporal y en algunos casos se hallan espinas dentro de la carne (pulpa), y

esto trae como consecuencia un rechazo para su consumao.

Para evitar éste problema, hoy dia existen maquinas despulpadoras de pescado, que
permiten separar eficientemente su pulpa, libre de espinas, piel, huesos, escamas, entre

otros. Pero adicionalmente, se genera otro problema: dependiendo del tipo de pescado
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a despulpar se obtienen un porcentaje relativamente alto de residuos, que en muchos
casos supera el porcentaje de pulpa obtenida.

Asi, de acuerdo a las experiencias obtenidas por el autor en el Laboratorio de
Ingenieria y Tecnologia de Alimentos (LITA), del Vice-rectorado de Infraestructura y
Procesos Industriales; los pescados planos (cachamas), generan un rendimiento en
pulpa registrado entre 35-40% vy la diferencia se traduce en residuos que en la mayoria
de las veces van a parar al medio ambiente, sin ningun tratamiento o aprovechamiento,
con las consecuencias negativas, que esto provoca. Lo mismo ocurre cuando se
despulpan pescados fusiformes como por ejemplo el “Bagre rayado”
(Pseudoplatystoma, fasciatum), dando un rendimiento en pulpa de 60% y 40% son

residuos.

Ahora bien, la produccién de ensilado data desde hace casi un siglo, donde por
adicion de &cido o por fermentacion se ha venido usando para preservar forrajes.
Cuando es por fermentacion se le denomina bioldgico valiéndose de bacterias acido
lacticas para lograr el producto terminado, y en el otro caso se denomina quimico, ya
que el tratamiento se basa se la adicion de acidos (organicos e inorganicos) o mezclas

de ellos.

Es por ello que en el presente trabajo también se desarrolla la técnica del ensilado
quimico, usando un &cido organico, (&cido formico); para tratar los residuos generados
en el proceso de despulpado mecanico de la cachama y asi obtener y conservar un
producto terminado (ensilado), que sirva como pre-mezcla para elaborar alimentos

concentrados para peces en cautiverio y para animales en general.

Aqui, se plantea la necesidad de concientizar a los involucrados en el manejo
postcosecha del pescado en el sentido que existen tecnologias adecuadas para el
tratamiento de los residuos generados que permiten usarlos en beneficio de la sociedad,
darle un valor agregado adicional; y no que vayan a parar al medio ambiente, trayendo
como consecuencia un grave impacto medio ambiental. Ademas se estaria dando uso

a los residuos que de acuerdo a su composicidn tienen valor nutritivo y energético.
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Este procedimiento permite obtener un producto terminado estable
microbiolégicamente, y no es necesario una gran gama de maquinarias—equipos, ni una
gran cantidad de personal para su elaboracion. Puede permanecer incluso hasta meses
almacenado sin perder sus propiedades quimicas Yy fisicas intrinsecas. Los gastos de
energia y mano de obra son relativamente bajos, evaluando la relaciéon costos-
beneficio. Ademas, se estaria dando uso a un subproducto (residuo), que tiene un valor
nutritivo y energético que puede ser aprovechado en la cria intensiva de animales de la
misma y otras especies. Este procedimiento permite obtener un producto terminado
estable microbioldgicamente, que no es necesario someterlo a ningin método alterno
de conservacién como por ejemplo la refrigeracion y puede permanecer incluso hasta

meses sin perder sus caracteristicas.

Al aplicar un esquema tecnologico adecuado para la elaboracion de ensilado
quimico obtenido y conservado con &cido formico usando residuos generados en el
procesamiento industrial de la cachama, este se estabiliza y puede ser secado
posteriormente para usarlo como pre-mezcla para la elaboracion de alimentos
concentrados para individuos de la misma u otras especies. Esto viene a construir un
eslabon dentro del aprovechamiento integral de la especie, no contribuyendo asi a la

contaminacién del medio ambiente.

El interés de la aplicacion de esta tecnologia esta enfocado en lo novedoso de ella
en el procesamiento de pescado, ya que hasta la fecha los trabajos en ésta area en su
mayoria han sido dirigidos hacia el manejo o la aplicacién en residuos de origen
vegetal. Esta técnica permitira darle valor agregado a los residuos con el fin de
disminuir costos en el cultivo de peces y su posterior procesamiento que es la via que

se debe tomar en un futuro cercano.

Al mecanizar el proceso de despulpado de pescados planos como la cachama, el
rendimiento obtenido en pulpa esté por el orden del 35,0% al 40,0%, siendo el restante
porcentaje residuos (cabezas, visceras, piel, espinas, huesos, entre otros); y

dependiendo del volumen de manejo (capacidad de operacién), estos vienen a
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constituirse en residuos contaminantes que pueden causar un gran impacto negativo al

medio ambiente.

El uso de la tecnologia existente (ensilado quimico), permite procesar estos residuos
para obtener y conservar con acido férmico los residuos para convertirlos en sub-
productos que sirvan como pre-mezcla para la elaboracion de un alimento de calidad
nutritiva y energética para la alimentacion del cultivo y cria intensiva de cachamas y
otras especies acuicolas. Tal como lo reporta Espafia (1975), la produccién de ensilado,
por adicion de acido o por fermentacion, no es de desarrollo reciente data desde 1.920
cuando Virtanen, inicio el caso de mezclas de &cido sulfurico y &cido clorhidrico para
preservar forrajes. Este método fue adaptado por Edin (1.930), para preservar pescado
fresco remanente de las capturas....”. El ensilado quimico acido a partir del pescado ha
sido producido comercialmente desde hace 40 afios en Dinamarca, donde la produccion

anual de los Ultimos afos ha sido alrededor de 60.000 toneladas.

En Noruega el ensilado es producido comercialmente con pescados infravalorados
y otros productos frescos de la industria pesquera. Hoy dia hay un creciente interés en
el proceso de ensilado tanto artesanal como industrializado en los paises en vias de
desarrollo, esto se debe a que el ensilado de pescado es una manera de utilizarlo donde
la produccién de harina es inapropiada o resulte ineficaz. Ademas, el ensilado de
pescado y de sus residuos preservados por acido no se descompone, manteniendo un
olor fresco después de varias semanas de almacenamiento a temperatura ambiente
propia del tropico. El producto es casi estéril y los patdgenos probables como la
Salmonella, spp son controlados eficientemente, esto aunado a los requerimientos bajos
de energia y el producto puede ser secado en tanques abiertos (aerébicamente) bajo
condiciones tropicales sin infestacién de ningln tipo debido a los valores de acidos

generados.

Segun Windsor y col, (1.984), la mejor especie de pescado produce solamente
alrededor del 50% de materiales comestibles en forma de filetes o carne de pescado.
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El resto, el esqueleto, la cabeza, las visceras, entre otros) poseen un contenido en
proteinas casi tan alto como el del propio filete y en cambio, no suele consumirse.

En muchos paises en vias de desarrollo los residuos generados en las fabricas
manufactureras de pescado son arrojados en efluentes, terrenos, etc., con la terrible

consecuencia de la contaminacién ambiental.

El ensilado de pescado y/o residuos puede definirse como un producto liquido
elaborado a partir de la totalidad del pescado o de partes del mismo, sin adicionar otros
productos (més que acidos), en el que la licuefaccion se produce por la accion de las
enzimas presentes en el mismo. EIl producto obtenido de esta forma es un liquido
estable de olor a malta, con buenas caracteristicas de almacenamiento; pero que
contiene todavia la totalidad del agua presentes en la materia prima original, (Barlow
y col. 1.984).

Segln Raa y col., (1.976), existen dos métodos para producir ensilado de pescado.

1. Por adicion de acido organico y/o inorganico (ensilado con acido), el cual baja
en los residuos el pH lo suficiente para prevenir el deterioro microbiano. El
ensilado de pescado comienza a licuarse debido a que la estructura de los tejidos
son degradadas por las enzimas naturales presentes en el pescado.

2. Debido a fermentacidn bacteriana (ensilado biolégico fermentado) iniciado por
un cortado-mezclado o pescado fileteado en contacto con un azUcar

fermentable, el cual favorece el desarrollo de bacterias &cido-lacticas.

Estas bacterias pueden estar presentes en forma natural en el pescado. También es
aconsejable afiadir, un cultivo iniciador. Las bacterias acido-lacticas producen acidos
y antibioticos, el cual en conjunto destruyen las bacterias putrefactivas y patdgenas de
competencia. EIl azlcar contribuye al efecto de preservacion durante las etapas
iniciales de la fermentacion, conteniendo las bacterias que producen las enzimas el cual

liberan amoniaco (NH3") a partir de algunos aminoacidos de las proteinas.
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Durante el ensilado con visceras en presencia de 3% (v/p) de acido férmico, las
enzimas principalmente responsables para la licuefaccion son aquellas presentes en los
intestinos, piel y otras partes del pescado; y todo lo demas marginalmente implicados,
(Backhoff, 1.976).

Segun Hall y col. (1.986), el destino de los lipidos en ensilado de pescados ha
recibido menor atencion que las proteinas, en contraposicion con los cambios que
pueden sufrir los lipidos desmejorando el valor nutricional y las posibles consecuencias
organolépticas. Por ejemplo, los productos de la oxidacion de los lipidos han sido
implicados en el pobre desempefio de las dietas de pollos a base de ensilado,

incorporando pescado tropical, (Kompiang y col., 1.980).

Segun Gildberg y col., (1979), las proteinas de visceras poseen una composicion
en aminodcidos el cual se asemeja a las del musculo de la misma especie. Un ensilado
completamente preservado de visceras desmenuzadas es obtenido por adicién de 0,75%
(v/p) de &cido propiodnico 'y 0,75% (v/p) de acido formico. Despues de varios dias de
autolisis a 27°C, el ensilado puede ser separado en tres fases: 1) Fase gaseosa; 2) Fase
acuosa soluble y 3) Fase de sedimentos. La fase acuosa, la cual contiene mayor cantidad

de proteinas y mucho menor de grasas, es utilizada para alimentacion animal.

El principio de preservacion de ensilado de pescado por acido fue estudiado por
primera vez por Edin (1.940). La produccion de ensilado de pescado en escala
comercial comenz6 en Dinamarca hace cuarenta afios donde aun la industria

permanece.

Tatterson y Windsor, citados por Gildberg y col., (1.979), ha revisado la literatura
de produccion de ensilado de pescado y/o sus residuos. Muchos articulos tratan sobre
ensilado producidos con adicién de acido sulfarico o acido formico. Estos ensilados
resisten el deterioro microbiano y pueden ser suministrados a los animales en pequefias
proporciones junto con otras materias. EIl ensilado debe ser neutralizado primero

cuando se usa acido sulfarico. Esto no es necesario cuando el ensilado se produce con
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acido formico, si se usa en proporciones moderadas. Los ensilados con &cido férmico
tienen una ventaja adicional que se licuan, tal que los lipidos pueden ser separados de

las proteinas facilmente.

Figura 34. Cachama hibrido, (Colossoma x Piaractus)
Fuente: Luque (2022)

El progreso del cultivo intensivo de la cachama (Colossoma macropomun) como
especie autoctona nativa de Latinoamérica, ha sido indiscutible a nivel nacional en los
Gltimos 30 afios, (Sola 1.984).

A pesar de todo, la década de los noventa se orientd hacia la consolidacion definitiva
del cultivo de la cachama debido al experimentado manejo de la reproduccion en
cautiverio, el perfeccionamiento de los concentrados aptos para su alimentacion en
agua antes ociosas por parte de sus duefios y a la dificultad de obtener insumos baratos
(Hurtado,1.996).

Indudablemente que el interés del presente trabajo radica en la obtencion de la pulpa
de la cachama, sin embargo se centrd el esfuerzo en evaluar los residuos generados en
la etapa de despulpado mecanico, su repercusion como impacto ambiental debido a un

mal manejo y su tratamiento adecuado para obtener un sub-producto que sirva de base
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0 materia prima para la elaboracion de alimentos concentrados para la alimentacion de
cachamas cultivadas de manera intensiva y también para otras especies. Los residuos
generados en la etapa de despulpado pueden ser considerados como elementos
himedos con un bajo contenido de grasa, destinados al proceso de elaboracion de

ensilado con una gran expectativa de aceptacion.

El ensilado de pescado y sus residuos pueden obtenerse por dos vias diferentes, a
saber: mediante fermentacion (microorganismos) o a traves de conservacion con acidos
organicos e inorganicos; o mezclas de ellos. Para ello se usan pescados infravalorados
o residuos del fileteado, despulpado mecanico. Por via ensilado quimico se logra
mediante la accién de las enzimas propias de las visceras, restos de pulpa; que actlan
tras la acidificacion del medio con acidos organicos e inorganicos. El tratamiento con
acido permite detener el crecimiento microbiano y favorece la degradacion de la
materia organica mediante las enzimas propias, generando un producto liquido gris,
Vviscoso; que puede ser usado para la alimentacion animal directo o en su defecto como
pre-mezcla en formulaciones para elaboracion de alimentos concentrados de uso

animal.

El aprovechamiento de sub-productos para la alimentacion animal posee un gran
interés futuro, cuyo objetivo basico es convertir los mismos en alimentos mediante el
uso de tecnologias ya conocidas, con el fin de producir materia rica en proteinas y
vitaminas. Este proceso de transformacion de residuos presenta la ventaja que es muy
sencillo y el uso de maquinaria, como también la energia demandada, el tiempo de

obtencion del producto terminado y la mano de obra, son relativamente bajos.

3.18. Ensilado de pescados preservados en medio acido

El ensilado de pescado y/o residuos puede definirse como un: producto liquido
elaborado a partir de la totalidad del pescado o de partes del mismo, sin adicionar otros
productos (méas que acidos), en el que la licuefaccion se produce por la accion de los
enzimas presentes en el mismo. EIl producto obtenido de esta forma es un liquido

estable de olor a malta, con buenas caracteristicas de almacenamiento; pero que
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contiene todavia la totalidad del agua presentes en la materia prima original (Barlow y
col. 1.984).

3.19. Bioquimica del ensilado de pescado preservado con acido

Para preservar forrajes con mezclas de acido clorhidrico y acido sulfarico, como fue
recomendado por A.l. Virtanen en el afio 1.920, es normalmente suficiente para bajar
el pH alrededor de 4.0. Para preservar pescados o mezclas de ellos por los mismos
acidos, como quiera que sea, de cualquier modo el pH ha de bajarse a valores menores
de 4.5.

La preservacion de forraje a pH 4.0 por adicion de &cidos inorganicos no se debe
enteramente a lo bajo del pH. Los azucares presentes en el forraje contribuyen a la
preservacion por el represamiento de la produccién de enzimas degradadoras el cual
sobreviven a pH 4.0, de este modo se previene un incremento en el pH. Ademas, los
azucares, favorecen el desarrollo de bacterias tolerantes del acido lactico, las cuales
producen suficiente &cido para mantener el bajo pH. Tales mecanismos preservativos
no son eficientes en pescado acidificado debido a que los tejidos de pescado contienen
muy bajos niveles de azucares libres. Como también, el pescado tiene una alta
capacidad amortiguadora comparada con el forraje, debido a los altos niveles de
proteinas y minerales, y es por ello que se requiere una mayor cantidad de acido para

producir un ensilado estable de pescado (Raa y col., 1.979).

3.20. Accion enzimatica

Las enzimas son proteinas con actividad catalitica. Para cada enzima existe un valor
0 mejor dicho un rango 6ptimo de pH; conocido como pH 6ptimo, en el que su accion
catalitica es maxima. Por otro lado, los cambios drasticos de pH pueden dar lugar a la
inactivacién de las enzimas al ocasionar una desnaturalizacion (cambio de
conformacion) irreversible. Algunas enzimas intestinales tienen pH Optimo extremos
(Pepsina: pH 1,5 — 2,5; Tripsina: pH 8-11). Tambieén la estabilidad de las enzimas es
funcién de la concentracion de iones hidrogeniones y no siempre el pH 6ptimo; pero la

estabilidad coincide con el pH éptimo.
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La influencia de la temperatura sobre la actividad de las enzimas es la misma que
sobre cualquier otra reaccion quimica. Una elevacion de la temperatura de 10°C hace
aumentar de dos a cuatro veces la velocidad de la reaccion (Regla RGT de Van't Hoff).
Esta aceleracion, de todos modos, se da dentro de ciertos limites ya que muchas
enzimas se alteran en forma irreversible a los 40-50°C (desnaturalizacion), y muy pocas
permanecen activas por encima de 60 °C (Bruchmann, 1.980).

Se ha aislado muchas enzimas (proteasas) del tejido muscular del pescado (Reddi,
1.972; Siebert y Schmitt, 1995). Wojtowicz y Odense (1.972), han demostrado que las
principales proteasas del muasculo de pescado, las catepsinas, tienen niveles de
actividad similares a las del musculo del pollo. Las catepsinas musculares son enzimas
hidroliticas y la mayor parte de ellas estan localizadas en los lisosomas. De gran
importancia es la catepsina “D”, que puede iniciar la degradacion de proteinas

enddgenas de la célula a péptidos.

De acuerdo con McLay, (1.980), y Reddi y col (1.972), la catepsina “D” tiene
actividad 6ptima a pH 4.0; pero es capaz de actuar en una variacion de pH de 2.0a 7.0.

Es sabido que las enzimas del tracto digestivo desempefian un papel importante en
la autolisis de pescado entero, no eviscerado. Las proteasas mas importantes del tracto
digestivo son las endo-peptidasas tipo tripsina localizadas en el ciego pilérico y la
catepsina “D”, y otras enzimas tipo pepsina localizadas en las paredes del estomago.
Estas enzimas descomponen las proteinas en péptidos de gran tamafio que son

degradados nuevamente por distintas exo-peptidasas.

Por otro lado, el efecto solubilizante de las proteasas sobre el tejido muscular parece
tener un 6ptimo a pH 4.0 a 7.0, muestran que el efecto sobre la piel presenta un 6ptimo
apH 4.0.

Segln Buchmann (1.980), las proteinasas “acidas” contienen grupo carboxilo en su

centro activo y son activas unicamente a pH inferior a 5.0. Entre ellas se tienen a la
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proteinasa animal pepsina. La pepsina es una peptidasa que ataca sobre todo los
enlaces peptidicos en los que intervienen aminoécidos arométicos. La pepsina es
segregada en su forma inactiva, pepsindgeno, por las glandulas de la mucosa gastrica
del hombre y muchos animales. La tripsinay el tripsindgeno proceden del pancreas a
valores de pH inferiores a 6.0 (6ptimos 3.0). La tripsina es muy estable. Cuando el pH
es superior se destruye por auto-digestion su pH dptimo de actuacion se encuentra entre

7.0y 8.0, siempre y cuando el sustrato sea una proteina.

Materiales Meétodos
1. Cachama fresca. 1. Determinacion de Humedad
2. Acido formico al 85.0% Método: AOAC 1980, N° 7003
3. Separadora mecéanica. 2. Determinacion de Grasa
4. Molino. Método: AOAC 1980, N° 18043
5. Balanza semi-analitica. 3. Determinacion de Proteinas
6. Estufas incubadoras. Método: AOAC, N x 6.25%

Marca: Fisher Scientific.
7. pH (metro). Marca Corving, 125.

8. TermOmetros bimetalicos.
Se procedio de la siguiente manera:

3.21. Elaboracién del producto, (ensilado quimico)
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RESIDUQOS
Acido Férmico MOLIENDA
l—> Particulas: & <10mm
ACIDIFICACION
—> Y
MEZCLADO

y

LICUEFACCION

SECADO

'

PRODUCTO
TERMINADO

Figura 35. Esquema tecnoldgico. Ensilado quimico de residuos de cachama hibrido,
(Colossoma x Piaractus).

Fuente: Luque (2022)

Los diferentes residuos generados fueron recolectados en envases de polietileno y
sometidos a congelacion a un rango de temperatura entre (-18°C, -22°C) + 2°C, por 24

horas.

Se procedio a la molienda integral de los mismos en un molino marca BOIA M.D.
Modelo 9322, serial 7518, potencia 1hp, (ver figura 35). Diametro (orificio) salida de
matriz 5.0- 10.0 mm. Una vez obtenida la molienda de los residuos se tomaron
muestras por triplicado para proceder a la caracterizacion de la materia prima objeto de
uso. Ver figura 35.
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Figura 35. Molino marca BOIA M.D. Modelo 9322, serial 7518, potencia 1hp

Fuente: Luque (2022)

Las unidades experimentales se montaron en envases de vidrio de 500 g de
capacidad, de la siguiente manera: se pesaron 300 g de los residuos molidos para cada
envase para un total de 15 tratamientos. Inmediatamente se le adicion6 a cada envase
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el equivalente en volumen de &cido formico segun relacion volumen/peso (v/p),
dependiendo de la concentracion que le correspondio a cada uno; segun el disefio
experimental planificado. Para el pesaje se usé una balanza semi-analitica; Marca:
Mettler BB3000S BasBal. Precision £ 0,1g.

En ésta etapa se mezclaron intensamente cada uno de los recipientes y se procedid
a incubarlos a 27.0, 32.0 y 37.0°C, respectivamente. Se usaron las siguientes

incubadoras:

T(-1) => Incubadora Marca: INSOTEC. Modelo IN — 238B.

T@O) => Incubadora Marca: Fisher Scientific: Isotemp Estandar.
Serie 600. Modelo 650 D (Large)

T(+1) =2 Incubadora Marca: Fisher Scientific: Isotemp Estandar.
Serie 600. Modelo 650 D (Large)

Las mediciones de la variable respuesta (pH) se determinaron cada 6 horas con
el fin de hacerle un seguimiento efectivo a la caida de la variable respuesta (pH); pero
para efecto del presente trabajo se determinaron los valores de pH a las 24.0, 48.0 y
72.0 horas respectivamente. Para la determinacion se us6 un potencidmetro: marca
Corning, modelo 125. Se tuvo la precaucién de agitar y homogenizar bien cada unidad

experimental antes de la medicion de cada valor de pH.

3.22. Descripcién del esquema tecnoldgico, (ver figura 2).
3.22.1. Residuos: posterior al proceso de despulpado mecanico, los residuos (cabeza,
visceras, piel, aletas, escamas, agallas, huesos y espinas), se recolectaron y se

sometieron a conservacion, mediante congelacion (-20 °C).

3.22.2. Molienda: al término de 24 horas cuando los residuos alcanzaron una
temperatura cercana a -20 °C, se sometieron a un proceso de molienda, con una matriz
de salida entre 5-10 mm de diametro. Se us6 un molino marca Boia, como el que

aparece en la figura 35
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Figura 35. Molino para carne con diametro de salida de 5 mm

3.22.3. Acidificacion y mezclado: los residuos una vez molidos fueron tratados con
acido férmico, en los niveles o dosis que nos indicd el disefio experimental
seleccionado para ejecutar el experimento. Posteriormente, se hizo un mezclado cuya
finalidad fue homogeneizar la muestra, permitiendo asi que todos los residuos entraran

en con tacto con el &cido formico.

3.22.4. Licuefaccion: técnicamente corresponde a la degradacion de la materia
orgénica (residuos), por efecto de las enzimas proteoliticas presentes en las visceras de
la materia prima utilizada, como consecuencia de los valores de pH que imperaron en

el medio, por efecto de la adicion del acido férmico. El acido férmico (CH20>), es un
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liquido incoloro, agente extremadamente reductor, corrosivo, caustico para la piel,

soluble en agua y etanol.

3.22.5. Secado: se hizo un secado al horno a 85°C por 1 hora aproximadamente, hasta

Ilevar al producto (harina) a un porcentaje de humedad alrededor del 10-12%

3.22.6. Ensilado: producto terminado

Figura 36. Ensilado quimico obtenido con residuos del proceso de despulpado
mecanico de cachama

Fuente: Luque (2022)

3.23. Nuevas alternativas para la investigacion cuantitativa, disefios Space filling
La necesidad de busqueda de nuevas alternativas para la investigacion cuantitativa

debe tomar en cuenta la seleccion de disefios experimentales robustos y econémicos en
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cuanto al nimero de observaciones (tratamientos), como son los disefios de
experimentacion en computadora o disefios virtuales (Encinia y Garza, 2002; SAS JMP
8, 2012; MathWorks, 2014; Phoenix Integration, 2014). Para esto Pronzato y Muller
(2012), Kujawski (2014), Georgiou et al. (2014) y Yong Tan (2014), recomiendan en
forma general los disefios virtuales del tipo llenado de espacio (Space filling), dada su
economia y eficiencia. Sin embargo, no se detectan en la literatura experiencias del uso
de este tipo de disefios en experimentacion fisica en laboratorio de alimentos o sea en
experimentacion estocastica (probabilistica), esto descrito por la revision bibliografica
realizada por Viana (2013), y la exploracion realizada con motores tradicionales y con
motores de busqueda en la web oculta (Deep web), usando las recomendaciones de
Avila (2012) y Guerrero (2001).

Las recomendaciones de la literatura, permitio definir el objetivo de estudio de esta
investigacion, el cual es “crear una mezcla de un aditivo acidulante alimentario para
preservar en condiciones ambientales un embutido genérico a base de pulpa de
cachama, usando glucono-delta-lactona y los &cidos organicos lactico y formico;
optimizando operativamente su eficiencia de estabilizacién microbiol6gica (flora
putrefactiva), utilizando investigacion experimental bajo disefio de muestreo
estadistico del tipo de Llenado de espacio (Space filling), ajustando modelos
polinomiales aditivos (para tres factores o variables independientes). Basado en los
estudios de Johnson et al. (2010) y en Anderson y Whitcomb (2014), esta investigacion
seleccionard y utilizara un disefio “Hipercubo latino™, por ser uno de los més eficientes

dentro del grupo de disefios virtuales del tipo Space filling;

3.24. Variables dependientes. Respuestas, variables explicadas
Todas las variables respuestas fueron medidas con un equipo multirespuesta de

manera estocastica, para luego someterlas a comparacion con los resultados virtuales.
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3.24.1. Acidez idnica, (pH)

El pH es un factor de aseguramiento de la calidad de la carne y productos carnicos,
es una medida de la acidez o alcalinidad, que se determina por el nimero de iones de
hidrégeno (H") presentes en una sustancia o0 mezcla, posee una escala que va del 0 al
14, siendo el valor medio (7,0) valor neutro, mientras que valores inferiores determinan
que la sustancia es &cida y valores superiores la sustancia es alcalina (basica), (ver
figura 37). El &cido lactico se concentra a partir de las reservas de azucares (glucégeno)
de la célula muscular, debido al fendmeno de la glucélisis anaerobia, al detenerse el
aporte de oxigeno a los tejidos. Mientras haya glucogeno, se produce acido lactico,
descendiendo el pH hasta que se inactivan las enzimas responsables de estos procesos
metabolicos. El pH final de la carne influye en la textura, la capacidad de retencién de

agua (CRA), la proteccion frente a crecimiento de microorganismos y al color.
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Aqui se consideran aspectos muy basicos sobre el pH y el POR, como base del
control que ejercen estas variables, en las reacciones enzimaticas, el transporte
transmembrana, el metabolismo respiratorio y conocimientos de su control,
(modulacion); con tecnologias tales como: a. bajos niveles de oxigeno (O2), b. Altos
niveles de CO», c. Altos niveles CO, d. Bajos niveles de temperatura de refrigeracion,
e. Temperaturas bajas y muy bajas de congelamiento, f. Niveles altos de &cidos y sus
combinaciones, h. Bajos de niveles de pH o altos niveles de pOH, i. Altos niveles
negativos de potencial redox, (POR). Asi como, el fundamento del control (activacién-
inhibicion) de las actividades enzimaticas, bien por retroaccion o por control alostérico,
Avila (2013).

En general, la regulacion alostérica es solo cualquier forma de regulacion donde la
molécula reguladora (un activador o un inhibidor) se une a una enzima en algun lugar
diferente al sitio activo. El lugar de unién del regulador se conoce como sitio alosteérico.
Es decir, que actua en un lugar distinto de aquel en el que ejerce normalmente su efecto
una determinada sustancia endogena, pero que puede dar lugar a un efecto similar o

bien producir un efecto antagénico.

Puesto que el pH tiene una gran importancia en el crecimiento microbiano, es
evidente que el pH ultimo de la carne influye de manera muy significativa en su
resistencia a la alteracion. La mayoria de las bacterias crecen Optimamente a pH
préximo a 7,0 y dificilmente por debajo de pH 4,0 o por encima de pH 9,0. Pero el pH
de maximo crecimiento esta determinado por la simultanea operacidn de otras variables
distintas del propio grado de acidez o alcalinidad. Algunas de las enzimas bacterianas
determinantes de la alteracion pueden tener pH dptimos diferentes de la de los propios
microorganismos, Lawrie (1998)
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3.24.2. Potencial oxido-reduccion (POR)

Mientras que el pH de los alimentos se mide con facilidad y se comprende la
significacion de su medida, mucho mas dificil resulta medir la repetibilidad del
potencial de oxidacion-reduccion, (potencial redox). Se piensa que el potencial redox
es un importante factor selectivo en todos los ambientes, incluidos los alimentos, que
probablemente influye en los tipos de microorganismos presentes y en su metabolismo.
Las diferencias observadas en los productos finales del metabolismo, discernibles por
el consumidor por diferencias de color o sabor, pueden ser en algunos casos la
consecuencia de diferencias en el potencial redox. En los alimentos picados, (e.g.,
productos cérnicos) o en los productos homogéneos (e.g., emulsiones cérnicas), el
potencial redox puede variar considerablemente de una parte a otra debido a altas
concentraciones localizadas de diversos pares redox o de nutrientes como glucosa,
fumarato o malato; Wirth (1992).

Cuando se encuentra restringida la difusion gaseosa hacia el centro del alimento
pueden existir gradientes de potencial redox desde la atmosfera superficial hasta las
partes profundas del alimento. El potencial redox indica las relaciones de oxigeno de
los microorganismos vivos y puede ser utilizado para especificar el ambiente en que un
microorganismo es capaz de generar energia y sintetizar nuevas células sin recurrir al
oxigeno molecular. Los microorganismos aerobios necesitan para crecer valores redox
positivos mientras que los anaerobios frecuentemente requieren valores redox
negativos. En diferentes cultivos microbianos el valor del potencial redox puede oscilar
dentro de un rango comprendido entre una cifra anaerdbica inferior a unos (-420

milivoltios, hasta una cifra aerdbica de aproximadamente +300 mV); Hui et al (2006).

Los procesos de oxidacion y de reduccion se definen en términos de migraciones
electronicas entre compuestos quimicos. La oxidacion es la pérdida de electrones
mientras que la reduccion es la ganancia de electrones. Cuando se oxida una sustancia
(i.e., libera electrones); siempre se reduce simultineamente otra, (o sea, capta los

electrones liberados). Este concepto electrénico ha sugerido el desarrollo de métodos
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para estudiar cuantitativamente los procesos de oxidacion-reduccion reversibles que
son vitales para las células vivas. Esta medida sugiere la posibilidad de clasificar los
sistemas oxidantes y reductores de los alimentos en base a su intensidad. El efecto del
potencial oxido-reduccion sobre el crecimiento bacteriano consiste en prolongar la fase

de latencia inicial; Barnes e Ingram (1956), citado por Lawrie (1998).

El control del metabolismo celular de microorganismos, es la base fundamental de
los mecanismos de control, para conservar productos cérnicos perecederos. Avila
(2019), plantea que, mientras el pH de los alimentos se mide con facilidad y se cree
comprender la significacion de su medida (pH = -log [H]); solo se dice que valores
bajos de pH son buenos para el control microbioldgico, pero no explica el fundamento
sobre la base de la torre redox y el efecto sobre las reacciones bioquimicas. Por otro
lado, respecto al potencial de oxidacion-reduccion, no se le ha dado la importancia que
le corresponde, y ademas no se aclara la significacion del POR en las reacciones
metabolicas y esto ha ocurrido por deficiencias de explicaciones bioquimicas y
moleculares por parte de la literatura tradicional, ya que es costumbre solo medir y

decir que el pH controla, pero no dice como o cudl es el fundamento.

El potencial redox es uno de los factores mas importante selectivos en todos los
ambientes, en el control del crecimiento y desarrollo de los microrganismos, que
influye en los tipos de microorganismos presentes y en su metabolismo. Las diferencias
observadas en los productos finales del metabolismo, discernibles por el consumidor
por diferencias de color o sabor, pueden ser en algunos casos la consecuencia de

diferencias redox, bajo las condiciones de manejo; Avila (2019)

El potencial redox indica las relaciones de oxigeno de los microorganismos vivos y
puede ser utilizado para especificar el ambiente en que un microorganismo es capaz de
generar energia y sintetizar nuevas células sin recurrir al oxigeno molecular. Avila
(2019), reconoce que, por ejemplo, a valores de POR cercanos a -700 mV, la cadena

respiratoria, (fosforilacion oxidativa); funcionara muy lentamente, (ver figura 09) y
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eventualmente cesard y se acumulard ADP y Pi, y estos inhiben las enzimas claves del
ciclo de Krebs y de la glucdlisis, inhibiéndose ambos; asi eventualmente se detiene el

metabolismo respiratorio celular.

Visualizando la torre redox (figura 38), para la respiracion de los microrganismos,
esta muestra que bioquimicamente, al manejarse valores del potencial oxido-reduccion
cercanos de cero, se controla la glucdlisis y la cadena transportadora de electrones,
quedando solo en funcionamiento el ciclo de Krebs, que en forma eventual se detendria
por deficiencia de Acetil-CoA y entonces se reduciria el metabolismo respiratorio de
las bacterias, siendo esto una de las formas en que la mezcla de aditivos acidulantes

alimentarios controlaria el crecimiento microbiano y algunas reacciones enzimaticas.
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Figura 38. Torre redox para el metabolismo de respiracion celular, (Glucolisis, Ciclo
de Krebs y Cadena de transferencia de electrones)
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3.24.3. Acide titulable total (ATT)

La acidez titulable es la cantidad total de acido en una disolucion determinada por
titulacion, usando una solucion estandar de hidroxido de sodio, (NaOH); como
(titulante). Los acidos son compuestos quimicos que al disolverse en agua producen
iones hidrogeniones, sustancias que pueden ceder protones y que forman sales en
presencia de alcalis. En alimentos se usan para modificar el sabor, reducir y amortiguar
el pH, como secuestrador, conservador, gelificantes, emulsionantes, neutralizadores,

en mezclas de antioxidantes, etc; Badui (1998)

La respuesta acidez titulable total (ATT), la razén de su estudio es minimizarla,
buscando los valores de los niveles o dosis mas bajos posibles de la mezcla de aditivos
acidulantes alimentarios, para asi economizar o reducir costos en su uso a nivel de

laboratorio y a nivel de produccion.

3.24.4. Capacidad buffer, (CB)

Segun Badui (1998), buffer es un anglicismo para designar un amortiguador del pH.
Una disolucidn que se conoce como buffer, amortiguadora o tampon, se caracteriza por
tener la capacidad de suavizar o amortiguar el efecto causado por la adicion de &cido o

base sobre la misma disolucién.

Los amortiguadores, (sistemas tampon o buffers); son disoluciones cuya
concentracion de protones apenas varia al afiadir acidos o bases fuertes. Un buffer,
("amortiguador™); lo que hace es regular el pH. Al afiadido al producto, el primer
cambio que se produce es que el pH se vuelve constante. Las soluciones
amortiguadoras, son disoluciones que por el agregado de cantidades moderadas de
acidos o bases fuertes mantienen practicamente constante el pH.

En (http://www.monografias.com/trabajos82/solucion-tampon/solucion)

La capacidad buffer (CB) maxima, esto nos indica que el producto estaria altamente

tamponado, presumiendo que altas concentraciones de microorganismos putrefactivos,
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a partir (10° Ufc/g), afectan muy poco las condiciones redox, por tanto, el embutido,
bajo estas condiciones se mantendria estable, a corto y mediano plazo, sin
refrigeracion. Sin embargo, es condicion hacer el estudio pertinente al seguimiento en
el tiempo y establecer las pautas de la estabilidad del embutido genérico. Debe hacerse

pruebas de estabilidad microbioldgica en anaquel a condiciones ambientales.

3.24.5. Conductividad eléectrica, (CE)

La conductividad eléctrica es la capacidad que tiene una sustancia 0 material para
permitir el paso de corriente eléctrica a traves de si, es decir, de transportar electrones.
Es lo contrario a la resistencia eléctrica. La conductividad es una variable que se

controla en muchos sectores, desde la industria quimica a la agricultura.

La conductividad eléctrica en las sustancias liquidas se relaciona con la existencia
de sales en las sustancias y en su composicion de iones positivos y negativos (&tomos
de carga positiva o0 negativa), capaces de transportar energia eléctrica. Estos
conductores ionicos se denominan electrolitos. La conductividad eléctrica dependera
de la cantidad de iones disueltos en el liquido, de la carga y la movilidad de los iones,
y también de la viscosidad o densidad de la sustancia. Es decir, al haber gran cantidad
de iones disueltos, mayor sera la conductividad.

3.24.6. Sélidos disueltos totales, (SDT)

Los sélidos disueltos totales (SDT o TDS por sus siglas en inglés: Total Disolved
Solids); es el numero de miligramos del residuo que queda después de evaporar una
muestra de agua previamente filtrada a través de un filtro de fibra de vidrio con abertura
de 1,5 micras. El agua se evapora y el residuo se lleva hasta 180°C. El resultado se
reporta en mg/l. Los SDT incluyen las sales, los minerales, los metales y cualquier otro
compuesto organico o inorganico menor a 1,5 micras o que se disuelve en el agua. En
ocasiones, los SDT se confunden con los solidos totales (ST), que son el residuo que

gueda después de evaporar la misma muestra de agua, pero sin filtrarse. Los sélidos
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suspendidos totales (SST) son los que quedan en el filtro de fibra de vidrio con abertura
de 1.5 micras. Por lo tanto, los ST son la suma de los SST y de los SDT.

Forma mas comun de medirlos: el contenido de SDT de un agua puede estimarse
midiendo la conductividad eléctrica (CE) de la misma, ya que aquellos sélidos que se
ionizan, aumentan la CE. El agua pura tiene una CE précticamente de cero. Existen
equipos que mediante la CE, estiman los SDT, pero hay que tener en cuenta que no
consideran aquellos sélidos que no se ionizan al disolverse en el agua. El valor de los
SDT en mg/l es entre 0,5 y 1,0 veces el valor de la CE en micro/siemens/cm
(dependiendo de la temperatura y del nivel de concentracién de SDT).

En (https://www.carbotecnia.info/aprendizaje/quimica-del-agua/solidos-isueltos-

totales/

El total de sélidos disueltos (TDS) es la medida de todas las sustancias organicas e
inorganicas disueltas en una disolucion determinada, que revela la proporcion de
diferentes sélidos. Para calcular el TDS de una disolucion en particular, se usa un
medidor de conductividad eléctrica, (CE); que es un dispositivo que se utiliza para
medir la capacidad de una disolucion para conducir electricidad. Funciona liberando
una corriente en un liquido, para luego medir la resistencia.

En (http://www.engineeringtoolbox.com/total-dissolved-solids-d_1062.html)

3.24.7. Microorganismos indicadores, (Ufc/g)

Las bacterias de la putrefaccion, indica Garcia O (2008); son aquellas que causan el
deterioro del alimento (embutido) y que generalmente no causan problemas de salud al
consumidor porque su accidn de deterioro sobre el alimento produce cambios de color,
olor y sabor que determinan el rechazo por parte del consumidor. Los aerobios
mesofilos en la cuantificacion de este grupo microbiano permiten estimar de forma
general la carga microbiana presente en una muestra, si bien no aporta datos concretos
sobre el tipo de especies predominantes. Su conocimiento es interesante, ya que su

valor es reflejo de la calidad sanitaria, suele proporcionar informacion por la existencia


https://www.carbotecnia.info/aprendizaje/quimica-del-agua/solidos-disueltos-totales/
https://www.carbotecnia.info/aprendizaje/quimica-del-agua/solidos-disueltos-totales/
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de précticas incorrectas. Por tanto, es necesario siempre determinar la cantidad de
microorganismos aerobios mesofilos y extraer las conclusiones adecuadas, sin que
signifique obviar otros andlisis de mayor especificidad y valia. En
https://es.org/wiki/Indicadores_de_calidad_microbiol%C3%B3gicos_en_alimen

tos#Aspectos_generales_sobre_Recuento_microorganismos)

Figura 39. Uso de Petrifilm para la determinacion de aerobios y coliformes
Fuente: Luque (2022)

Mediante esta metodologia se hizo el recuento de coliformes totales (figura 39). El
indicador rojo presente en la placa, colorea todas las colonias, y la pelicula superior
atrapa el gas producido por los coliformes. Los coliformes producen colonias de color
rojo asociadas con las burbujas de gas. Los no coliformes producen colonias rojas las
cuales no estan asociadas con burbujas de gas. Cuando el nimero de colonias es mayor
de 150, se hace una estimacion del recuento. Se determind el nimero de colonias por
centimetro cuadrado y se multiplicé por 20 para obtener el recuento total por placa. El
area de crecimiento en una placa para el recuento de coliformes es de 20 cm?

aproximadamente. Manual 3M Petrifilm del usuario (2008)


https://es.org/wiki/Indicadores_de_calidad_microbiol%C3%B3gicos_en_alimentos#Aspectos_generales_sobre_Recuento_microorganismos
https://es.org/wiki/Indicadores_de_calidad_microbiol%C3%B3gicos_en_alimentos#Aspectos_generales_sobre_Recuento_microorganismos
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Figura 40. Resultados obtenidos de aerobios mesofilos y coliformes totales
Fuente: Luque (2022)

Siguiendo esta misma metodologia se hizo el recuento de aerobios mesofilos (figura
40). El indicador rojo presente en la placa, colorea todas las colonias. Se contaron todas
las colonias sin importar la intensidad del color o el tamafio. Se utilizo un contador para
leer los resultados. Se determind el nimero de colonias por centimetro cuadrado y se
multiplico por 20 para obtener el recuento total por placa. El area de crecimiento en
una placa para el recuento de Coliformes es de 20 cm? aproximadamente. Manual 3M
Petrifilm del usuario (2008)

Los coliformes totales como indicadores. Tradicionalmente, se les ha considerado
como indicadores de contaminacion fecal en el control de calidad del agua destinada al
consumo humano en razén de que los coliformes son mas resistentes que las bacterias
patdgenas intestinales y porque su origen es principalmente fecal. Por tanto, su ausencia
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indica que el agua es bacteriolégicamente segura. Los coliformes son una familia de
bacterias que se encuentran comidnmente en las plantas, el suelo y los animales,

incluyendo a los humanos.

En general, las bacterias coliformes se encuentran en mayor abundancia en la capa
superficial del agua o en los sedimentos del fondo. Por su amplia diversidad el grupo
coliformes ha sido divido en dos grupos: coliformes totales y coliformes fecales. En
https://es.wikipedia.org/wiki/Indicadores_de_calidad_microbiol%C3%B3gicos_

en_alimentos#Aspectos_generales_sobre_Recuento_microorganismos

3.24.8. Actividad de agua, (aw)

Badui (1998), define la actividad de agua, como la medida de la cantidad de agua
disponible (agua libre) de un alimento capaz de propiciar el crecimiento microbiano o
las reacciones quimicas y enzimaticas. Representa el grado de union gue existe entre

el agua y los sélidos; y se relaciona con la humedad relativa.

La actividad de agua resulta ser otro factor importante en el control microbiolégico,
pero igual que lo indicado para el pH, los valores de actividad de agua de la carne y los
productos carnicos no se pueden bajar con el Gnico interés del control microbiolégico,

pues se afectarian las propiedades organolépticas del producto, por tal motivo en este
caso, el nivel de aw, estara supeditada a las condiciones de cada producto en particular,

Garcia O (2008). Al efecto se puede indicar que exceptuando los productos

deshidratados (secos y liofilizados), la carne y los productos carnicos en su mayoria
tienen valores de aw, favorables a su crecimiento y desarrollo de microorganismos

(0,95-0,98).

El valor de aw, segun Frey (1995), es un indice del agua “libre” presente en el

alimento. Por agua libre se entiende la cantidad de agua de que disponen los

microorganismos para sus actividades vitales. Cuanto mayor es la cuantia de sustancias
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disueltas en el agua, menor es la actividad hidrica, menor también la cantidad de agua
libre y més disgenésicas son las condiciones que encuentran la mayoria de los
microorganismos para sus actividades vitales. De aqui que la desecacion, y por tanto la
disminucion del valor aw, asi como el descenso de dicho valor por agregacion de sal y

otras sustancias que actian como solutos, se considera procedimiento conservador de

los embutidos en la produccidn de éstos.

3.25. Sistema de hipdtesis

La propuesta de investigacion planificada, disefiada y comprobable, plantea las
siguientes hipotesis de trabajo.

1. La creacién de una mezcla acidulante 6ptima desde el punto de vista matematico
y operativo, constituido por Glucono-delta-lactona y los &cidos orgéanicos formico y
lactico; que permite estabilizar microbiol6gicamente el embutido genérico, aln en
condiciones de manejo y manipulacion ambientales, sin refrigeracion.

2. La elaboracion de un embutido genérico a base de pulpa de cachama.

3. La creacion de un modelo matematico de prediccion polinomial de simulacion
en funcidn de la concentracion de los aditivos alimentarios acidulantes a usar, Glucono-
delta-lactona, (GDL) y los acidos organicos: formico, (AF) y lactico, (AL); que podra
resolverse para que satisfaga simultdneamente las siguientes condiciones de calidad,
minimo potencial redox, (POR); minimo (pH); minima acidez titulable total, (ATT);
maxima capacidad buffer, (CB); conductividad eléctrica, (CE); sélidos disueltos
totales, (SDT); minimo contaje bacteriano indicador Ufc/g y minima actividad de agua,
(aw); como parametros cuyo efecto multiple combinado e inducido permiten generar

estabilidad microbioldgica.

3.26. Hipotesis general
¢Los disefios del tipo Hipercubo latino permitiran modelar y optimizar via
simulacion de Derringer-Suich, la mezcla de los aditivos acidulantes alimentarios,

Glucono-delta-lactona, con los acidos organicos formico y lactico, en la formulacién
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de un aditivo acidulante alimentario para estabilizar microbioldgicamente, a

condiciones ambientales, un embutido a base de pulpa de cachama, de alta humedad...?

3.26.1. Hipotesis estadistica

Hipdtesis nula, (Ho)

Ho: Bi= Po= Ps= Pn. Que los tratamientos aplicados no tienen efectos
estadisticamente significativos suficientes, sobre la variabilidad de cada una de las

respuestas estudiadas.

Hipdtesis alternativa, (Ha)
Ha: B1# B2# Ba# Bn. Que los tratamientos aplicados tienen efectos estadisticamente
significativos y suficientes, sobre la variabilidad de cada una de las respuestas

estudiadas.

3.27. Sistema de variables

Constituidas por el conjunto de variables independientes, explicativas o factores y
las variables dependientes, respuestas o explicadas, que tienen ponderacién sobre los
resultados esperados, de acuerdo al disefio experimental planteado.

3.27.1. Variables independientes o factores de estudio, (Xi)

En esta investigacion, seran los factores que modelan el proceso de obtencion de la
mezcla de aditivos acidulantes alimentarios. X1: Glucono-delta-lactona, (g); X2: Acido
formico (ml) y Xa: Acido lactico, (ml).

3.27.2. Variables dependientes o respuestas, (Yi)

En esta investigacion, son las variables respuestas medidas en cada tratamiento
aplicado, de acuerdo a la matriz “D” de los disefios de muestreo de tratamientos,
(Hipercubo latino del tipo Space filling). Aqui se evaluaron las dosis o niveles de las
variables independientes determinadas, sobre las variables respuestas en estudio: Yi:
Acidez idnica, (pH); Y2: Potencial redox, (POR); Ys: Acidez titulable total (ATT); Ya:
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Capacidad buffer, (CB); Ys Conductividad eléctrica, (CE) y Ye: Solidos disueltos
totales, (SDT); Y7: contaje bacteriano indicador, (Ufc/g) y Ys: actividad de agua, (aw)

En el proyecto de investigacion, se planted recolectar datos numéricos en escala
continua, bajo disefio experimental, con los cuales se construy6é un modelo matematico
para simulacion de multiples respuestas, en funcion de tres factores experimentales,
por lo que tendra un caracter experimental y exploratorio bajo condiciones controladas
en laboratorio, utilizando un disefio de muestreo estadistico de tipo virtual, de llenado
de espacio, (Space filling), segun recomendaciones de Bradley y Rachel (2009), Kuhn,
(2014) y Leatherman, Desan, y Santner ( 2014).

Se utiliz6 un potenciémetro (pH metro), un water quality tester, un determinador de
actividad de agua en alimentos y peliculas Petrifilm 3M o placas de contaje bacteriano;
donde se midieron las respuestas (pH, POR, ATT, CB, CE, SDT, Ufc/g y aw); de cada
unidad de andlisis, (tratamiento experimental); definidos por la matriz “D” del disefio
de tratamientos experimentales. Las unidades de analisis experimental, seran las dosis
de los aditivos acidulantes alimentarios, constituyendo la muestra, que estara

conformada por GDL con acidos organicos formico y lactico.

Se cred un modelo matematico, (metamodelo), de simulacion deterministica
constituido por ocho (08) ecuaciones, una para cada respuesta medida; robusto (de alta
bondad de ajuste y excelente capacidad de prediccion), con la esperanza que las
respuestas se distribuyan en forma normal de Gauss y permita establecer los gréaficos
de calidad 6 sigma, que detecte y establezca los indices de defectos. Para el analisis de
los datos, se utilizd el metamodelo, y se optimizé via simulacién, con el mddulo
simulador con interfaz grafica de perfiles de respuesta, modulado con gréficos de
perfiles de calidad de deseabilidad “D” de Derringer y Stich, en el software SAS JMP,

version 8. Modelos emuladores de la mezcla de los aditivos acidulantes alimentarios.
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3.28. Modelo general:
Yi=BotB1X1+BaXo+PsXs+B11X12+P22X % +B33X 52+ B12X1 X o+ B1aX1 X5+ B2s X o X5 H+B123X1 X2 X5 +e

3.29. Modelos especificos:
PH=Bo+P1X1+B2Xo+P3Xs+P11X124+B22X 22+ BasX 52+ P12 X1 Xo+HPB13X 1 X5 +HB23X 2 X3+B12sX 1 X0 X5 +e

POR=Bo+B1X1+B2X2+BsXs+P11X12+B22X2?+B33X 32 +P12X1 X+ B13X 1 X3+ B2 X2 X 3+B12s X1 X2 X +e
ATT=Bo+P1X1+B2Xo+BaXs+Pr1X12+Ba2X2?+BasXz2+P12X 1 Xo+P13X 1 X3+B23X2X3+B123X1 X2 X5 +e

CB=Bo+B1X1+B2X2+BsXsHP11X12HP22X 22+ BasX s+ B12X 1 Xo+B13X1 X5 +B23X 2 X 5+ B12sX 1 X X+l

CE=Bo+B1X1+B2X2+BsX5+P11X12HPB22X 22+ BasXa? B 12X 1 Xo+B13X1 X5 +B23X 2 X 5+ B12sX 1 X X+l
SDT=Bo+P1X1+P2Xo+BaXat+B11X12+B22Xo2+PazXs?+P12X 1 X o+ B1aX 1 X323 X o X3 +B123X1 X2 X5 +e

Ufc/g=Bo+P1X1HB2Xot+BsXsHBraX1?+P22Xo?+BasX s+ Br2X 1 Xo+B13X1 X5 HB2aX st B123X1 X2 X+l

AW=Po+B1X1+B2X2+BsXa+B11X12+B22 X2 B33 X +B12X1 X o HB13X1 X s B2 X2 X 5+ B123X1 X X+

3.30. Fases de la investigacion

Para el cumplimiento de los objetivos, se ejecutaron las siguientes fases:
Fase 1. Generacion de un arreglo de muestreo de tratamientos, un Hipercubo latino
Fase 2. Elaboracion de las unidades de analisis, (embutido genérico)
Fase 3. Se ejecutd la experimentacion con los tratamientos elaborados (mezclas de
aditivos acidulantes alimentarios); previa realizacion de pruebas pilotos.
Fase 4. Se determinaron las variables respuestas: acidez iénica (pH), potencial redox
(POR), capacidad buffer (CB), acidez total titulable (ATT), conductividad eléctrica
(CE), sdlidos disueltos totales (SDT), Ufc/g indicadores y actividad de agua, (aw).
Fase 5. Se ajustaron los modelos lineales aditivos de alto orden generados, con el
método de minimos cuadrados ordinarios matriciales (M.C.0.M.), formando un
sistema de ecuaciones (metamodelo de simulacién), con el cual se emularon los pasos
del proceso de elaboracion del acidulante para el embutido genérico, a base de materia

organica.
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Fase 6. Co-optimizacion del proceso de creacion del aditivo acidulante alimentario, via
simulacion, con las siguientes restricciones, para las ocho respuestas medidas:

1. Minimizar la acidez iénica (pH), 2. Minimizar el potencial redox, (POR), 3.
Maximizar la capacidad buffer (CB), 4. Minimizar la acidez titulable total (ATT), 5.
Maximizar la conductividad eléctrica (CE), 6. Maximizar los solidos disueltos totales
(SDT), 7. Minimizar las Ufc/g y 8. Minimizar la actividad de agua (aw); para cada una
de los tratamientos disefiados, con la mezcla.

Fase 7. Se validaron mediante pruebas experimentales la mezcla 6ptima del aditivo
acidulante alimentario, en las unidades experimentales de andlisis, para determinar las

respuestas objeto de estudio.

La presente investigacion se inicid como tipo exploratorio, que consistio en
examinar un tema o problema poco estudiado o que no ha sido abordado con
anticipacion y sirve para familiarizarse con tdpicos relativamente desconocidos,
estableciendo mediante ella, conceptos o variables que abren un camino a estudios
afines, determinando tendencias e identificando modelos formales de la investigacion
previamente dicha, donde a través del analisis de los resultados, se registraron y
tipificaron cuantitativamente los datos obtenidos. Herndndez Sampieri (1994).

La corriente epistemioldgica a la cual se subscribe esta investigacion, esta basada
en lo pautado por Ricoy (2006); que indica que el “paradigma positivista se califica de
cuantitativo, empirico-analitico, racionalista, sistematico gerencial y cientifico
tecnoldgico. Por tanto, el paradigma positivista sustenta a la investigacion que tiene
por objetivo comprobar una hip6tesis planteada por medios estadisticos o determinar

los parametros de una determinada variable mediante una expresion numérica.

Sin embargo, el positivismo y el post-positivismo son los paradigmas que guian la
investigacion cuantitativa, los cuales tiene como objetivo explicar el fenédmeno
estudiado, para en una Gltima instancia, predecirlo y controlarlo; Guba y Lincoln,
(1994).
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La investigacion de tipo cuantitativo utiliza la recopilacion de informacion para
poner a prueba o comprobar las hipdtesis mediante el uso de estrategias estadisticas
basadas en la medicion numérica, lo cual permitid proponer patrones de
comportamiento y probar los diversos fundamentos tedricos que explican dichos
patrones; Herndndez et al., (2010).

Segun Cuenya y Ruetti (2010), actualmente la investigacion cuantitativa suele ser
de mayor aplicacion, esto en razén de su alto alcance explicativo y predictivo, asi como
su rigurosa postura para tener presente el error propio de toda inferencia estadistica.
Por lo tanto, los paradigmas que sustentan esta investigacion se corresponden con la
respuesta ontologica (la ontologia se aplica también en Inteligencia Artificial para
asimilar y codificar el conocimiento, definiendo las relaciones existentes entre los
conceptos de un dominio determinado (un area del conocimiento), donde la realidad es
absoluta y totalmente asimilable por el ser humano, es regida por las leyes y
mecanismos naturales. La respuesta al problema planteada se basa en el dualismo y el
objetivismo, donde el investigador y el objeto de estudio son totalmente independientes
y la respuesta metodoldgica esta basada en métodos experimentales y en mediciones
del fenémeno estudiado

Como se menciona en Metodologia de la Investigacion, “...una investigacion puede
iniciarse como exploratoria o descriptiva y después llegar a ser correlacional y aun
explicativa,” como corresponde al presente tema, ya que se hace una descripcion de los
componentes fisicos, quimicos y bioquimicos del producto en estudio, los cuales lo
caracterizan, llegando a la elaboracion de tipologias y asignando a cada uno de ellos un

valor de acuerdo a sus condiciones; Hernandez Sampieri (1994). p 68-69).

En esta investigacion, bajo disefio experimental (experimentacion estocastica y
experimentacién virtual), se construyd un modelo matematico para simulacion de

maltiples respuestas, en funcion de tres factores experimentales, de caracter
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exploratorio bajo condiciones controladas, utilizando un disefio estadistico de llenado
de espacio (Space filling), tipicos de experimentacion virtual, en un “Hipercubo latino”
siendo eficientes en el ajuste de modelos polinomiales de orden superior, segun
recomendaciones de Bradley y Rachel (2009) y Kuhn (2014); y se utilizaron dichos
modelos en la optimizacién operativa de una mezcla de un aditivo acidulante
alimentario, formulado con Glucono-delta-lactona y los acidos organicos: formico y

lactico.

3.31. Delimitacién del area de estudio

De acuerdo con el tipo de investigacion y de acuerdo al problema planteado, se
seleccionaron los siguientes procesos de recoleccién de datos: investigacion
documental en libros (fisicos y virtuales), revistas, periddicos, trabajos realizados en la
en nuestra institucion, tesis, ponencias, conferencias, leyes, reglamentos y normas, asi

como mediante la informacion obtenida en la Web, (internet), Hernandez et al., (2010).

Finalmente, se genera y se construye un modelo informéatico-matematico para
simulacion, de multiples respuestas, en funcién de tres factores experimentales, de
caracter exploratorio bajo condiciones controladas en laboratorio, (control local);
utilizando disefios estadisticos de llenado de espacio (Space filling), tipicos de
experimentacion virtual, con un disefio “Hipercubo latino”; siendo estos eficientes en
la bondad de ajuste de los modelos polinomiales de orden superior, segun
recomendaciones de Bradley y Rachel (2009), Kuhn (2014); utilizando dichos modelos
en la optimizacion matematica y operativa de una mezcla de aditivos acidulantes

alimentarios; formulado con GDL, &cido formico y acido lactico.

3.31. Disefio de la investigacion

Esta investigacion tiene un enfoque cuantitativo, exploratorio, descriptivo,
correlacional y explicativo. El caracter correlacional es debido a que se construyeron
modelos estadisticos de relaciones causales entre variables independientes y

dependientes. Experimental, exploratoria en laboratorio de alimentos, ya que se
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manipularon variables independientes, se medieron variables dependientes

(respuestas).

Las fases establecidas para el desarrollo de esta investigacion, permitieron obtener
los valores o dosis de cada componente de la mezcla, para la formulacién experimental
de la mezcla del aditivo acidulante alimentario (optima), que debe cumplir con las
restricciones de calidad preestablecidas; y que se utilizaron en las unidades funcionales

de anélisis.

3.33. Poblacion y muestra

La poblacion fueron los embutidos genéricos elaborados, los tratamientos fueron las
mezclas de los aditivos acidulantes alimentarios; mezclados, homogeneizados, y
usados en las unidades funcionales de analisis experimentales (embutidos genéricos),
en funcién a su peso, tamafio, composicion y forma. Los tratamientos experimentales
se construyeron con el médulo DOE-Space Filling Design del Software SAS JMP,

version 8.

3.34. Disefio o técnicas de observacion
Las fases planificadas para el desarrollo de esta investigacion, permitieron obtener
las dosis de cada componente de la mezcla acidulante experimental, de la formulacion
del aditivo acidulante alimentario (mezcla éptima del acidulante), que cumpli6 con
las restricciones o premisas de calidad exigidas:
1. Minima acidez ionica (pH);
2. Minimo potencial redox, (POR);
3. Minima acidez titulable total, (ATT);
4. Maxima capacidad buffer, (CB);
5. Méaxima conductividad eléctrica, (CE)
6. Sélidos disueltos totales, (SDT);
7. Minimo contaje bacteriano referencial Ufc/g; cuyos parametros efecto indicador

multiple combinado e inducido permitieron generar estabilidad microbioldgica, en las
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unidades experimentales objeto de estudio, (embutido genérico).

3.35. Pruebas pilotos y disefio estadistico de muestreo del experimento

Las pruebas pilotos se realizaron en el Laboratorio de Ingenieria y Tecnologia de
Alimentos (LITA), de la Universidad Nacional Experimental de los Llanos
Occidentales “Ezequiel Zamora” del Vicerectorado de Infraestructura y Procesos
Industriales, del Programa Ciencias del Agro y del Mar; bajo condiciones controladas,
como ensayos de prueba y error, que permitieron determinar los niveles o dosis de los
componentes de la mezcla del aditivo acidulante alimentario a aplicar como
tratamientos y que se obtuvo en el experimento; se estandarizd la metodologia de
preparacion y obtencion de las mezclas; para estimar la concentracién de uso de cada

componente, segun el tratamiento.

3.36. Técnicas de procesamiento y andlisis de datos

Se utilizé el modulo Analyze, (Modeling-Screening) del software SAS JMP version
8, para construir los modelos lineales de alto orden para cada respuesta, (metamodelo),
para generar los modelos; analizarlos y validarlos.

Para optimizar la mezcla acidulante se utiliz6 el médulo Analyze, (Fit-model) del
software SAS JMP version 8, utilizando la plataforma del simulador Predictién Profiler

y los perfiles de deseabilidad con los criterios de calidad establecidos.
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CAPITULO IV

4. PRESENTACION, DESCRIPCION Y ANALISIS DE DATOS RESULTADOS

A continuacion, se presentan los datos y resultados obtenidos, su descripcion,
andlisis y discusion; mediante analisis de experimentacion estocastica asi como analisis
de experimentacion deterministica. Se plantea un anélisis tecnoldgico mediante
razonamiento e inferencias de utilidad en la practica de aplicabilidad del quimio
acidulante organico obtenido (QMAO). Esto implica que se administra un proceso que
estd sometido al azar y que es objeto de analisis estadistico. ElI pensamiento
estocastico involucra diversos componentes: un razonamiento
probabilistico que permite discriminar fendmenos aleatorios de fendmenos
deterministas y argumentar en torno a ellos saberes y procedimientos para la lectura 'y

el tratamiento de la informacion, asociados en el ambito del quehacer cientifico.

Concluida la fase de recoleccion de datos, informacién y conocimientos (DICs) en
el Laboratorio de Ingenieria'y Tecnologia de Alimentos (LITA), del Vicerrectorado de
Infraestructura y Procesos Industriales, Universidad “Ezequiel Zamora”, con sede en
la ciudad de San Carlos del estado Cojedes (Venezuela); se realizd su recoleccion,
compilacion, edicion, interpretacion y funcionalidad requerida para su analisis

estadistico.

Se usaron los softwares SAS (Statistical Analysis System), que es un sistema de
programas para el analisis de datos, que consiste en un conjunto de médulos capaces
de entregar resultados estadisticos de diferentes procesos como: regresion, analisis de
varianza, estadistica basica, distribucion de frecuencias, procedimientos multivariados.
Se usé Software JMP version 8 para la visualizacion interactiva y el analisis estadistico
que permite explorar, analizar e investigar patrones anidados y muestra graficamente
datos y resultados. También se usé Statistica version 7 e IBM SPSS Statistics version
25. Los DICs aportados por la investigacion se muestran a continuacion, en forma

secuencial.
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1. DICs obtenidos de la investigacion experimentando estocasticamente con agentes
quimioacidulantes organicos conservadores de alimentos y sus respectivas mezclas.
Luego, con la experimentacion deterministica se obtuvo la mezcla dptima del quimio
acidulante requerido (QMAO).

2. Se valido de manera estocastica la bondad de ajuste y la prediccion de los
modelos generados ajustados.

3. Se valido la capacidad de conservacion optimas generadas y aplicadas a las
unidades experimentales en estudio (embutido genérico). Embutido obtenido bajo

formulacion y esquema tecnoldgico de elaboracion anexos.

4.1. Pruebas pilotos para la definicion de niveles o dosis, tipo de acidos como
factores experimentales

Mediante la estandarizacién de las metodologias, se realizaron pruebas pilotos para
establecer el rango de los niveles (dosis experimentales) requeridos para la creacion del
disefio de muestreo estadistico experimental. En esta primera parte de la investigacion
se procedi6 a la optimizacion de la mezcla de los aditivos que se usaron como agentes
quimioacidulantes, que nos permitié manipular las variables intrinsecas para lograr la
conservacion deseada y/o esperada del embutido genérico, bajo condiciones
ambientales y apto para consumo humano. Estos se muestran en la siguiente tabla xxx,

para cada uno de los cuatro factores experimentales.

Tabla 01. Prueba piloto preliminar para definir niveles de factores quimioacidulante

Factores experimentales Respuestas medidas

Muestra A acético  A.lactico ~ GDL H CE TDS POR
(ml) (ml) (9 P (ps/cm) (mg/kg) (mV)

1 2,14 5,00 0,74 1,36 55,00 27,00 655,00
2 4,43 2,50 0,81 1,63 56,00 29,00 659,00
3 4,14 4,64 0,68 1,50 55,00 27,00 675,00
4 3,29 4,82 0,16 2,05 59,00 31,00 631,00
5 3,57 3,75 1,00 1,76 55,00 27,00 674,00
6 2,43 3,57 0,10 1,69 75,00 37,00 672,00
7 1,29 3,21 0,42 1,80 104,00 52,00 663,00
8 1,57 3,93 0,87 1,72 105,00 51,00 620,00
9 1,86 2,68 0,94 1,40 55,00 28,00 680,00



10
11
12
13
14
15

3,00
4,71
1,00
2,71
5,00
3,86

3,04
3,39
4,46
411
4,29
2,86

0,61
0,55
0,36
0,49
0,29
0,23

1,45
1,24
1,68
1,40
1,65
1,40

52,00
47,00
79,00
67,00
55,00
65,00

26,00
24,00
39,00
33,00
27,00
32,00
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681,00
698,00
670,00
688,00
678,00
684,00

Fuente: Luque (2022)

Tabla 02. Prueba experimental del efecto de dilucion con agua destilada (10 ml)

Factores experimentales

Respuestas medidas

Muestra A. formico A lactico  GDL oH CE TDS POR

(m) (mf) (¢)) (ps/cm) (mg/kg) (mV)
1 2,14 5,00 0,74 217,00 2.440,00 1.220,00 621,00
2 4,43 2,50 0,81 240,00 2.050,00 1.020,00 637,00
3 4,14 4,64 0,68 253,00 1.990,00 990,00 615,00
4 3,29 4,82 0,16 242,00 2.180,00 1.090,00 622,00
5 3,57 3,75 1,00 230,00 2.030,00 1.020,00 629,00
6 2,43 3,57 0,10 239,00 2.760,00 1.380,00 626,00
7 1,29 3,21 0,42 243,00 3.510,00 1.760,00 614,00
8 1,57 3,93 0,87 250,00 3.060,00 1.520,00 590,00
9 1,86 2,68 0,94 244,00 2.960,00 1.480,00 619,00
10 3,00 3,04 0,61 246,00 2.440,00 1.220,00 618,00
11 4,71 3,39 0,55 260,00 1.990,00 890,00 627,00
12 1,00 4,46 0,36 274,00 3.470,00 1.730,00 574,00
13 2,71 4,11 0,49 274,00 2.460,00 1.230,00 600,00
14 5,00 4,29 0,29 275,00 2.003,00 1.001,00 597,00
15 3,86 2,86 0,23 290,00 2.170,00 1.080,00 597,00

Fuente: Luque (2022)

El andlisis de los datos anteriores (optimizacion operativa), indican que los rangos

de prueba de los factores en estudio deben estar en los siguientes rangos:

Tabla 03. Rango de prueba de niveles o dosis de los factores experimentales en estudio

Factor experimental Minimo Méaximo
Glucono delta lactona Xs [g] 0,2 0,6
Acido férmico: X; [ml] 0,2 0,6
Acido lactico: X [ml] 0,2 0,6

Fuente: Luque (2022)



164

Con base en los resultados anteriores se construyo la matriz de disefio de muestreo
experimental (Tabla 04), para la optimizacion operativa del quimioacidulante a aplicar

en la matriz del embutido elaborado, para las pruebas de estabilizacién biologica

4.2. Experimentacion estocastica con mezcla de sustancias quimioacidulantes y
acidos orgénicos

Los diferentes datos generados en la experimentacion preliminar y las pruebas
pilotos realizados para obtener la mezcla del quimioacidulante deseado se presentan a

continuacion:

4.2.1. Matriz “D” de diseio de muestreo de tratamientos y respuestas medidas,
para experimentacion estocastica con la mezcla de los acidulantes

En la tabla 05, siguiente se muestra la matriz “D” de disefio de muestreo en
Hipercubo latino, con sus respectivas respuestas medidas Yi: pH; Y2 CE,
conductividad eléctrica pS/cm; Y3: SDT, solidos disueltos totales mg/kg y Yas: POR:
potencial oxido-reduccion mV. Se establecié el proceso de optimizacion realizado solo

a las mezclas de los aditivos que se usaron como quimioacidulantes.

Tabla 04. Matriz “D” de disefio de muestreo de tratamientos experimentales. Disefio
de Space filling Hipercubo latino, completamente repetido con sus respuestas.

Repeticion Factores experimentales Respuestas

X1 X X3 Y1 Y2 Y3 Ys

A. acético A lactico GDL  pH CE TDS POR

1 2,14 5,00 0,74 136 5500 27,00 655,00
1 4,43 2,50 0,81 163 56,00 29,00 659,00
1 4,14 4,64 0,68 150 55,00 27,00 675,00
1 3,29 4,82 0,16 2,05 59,00 31,00 631,00
1 3,57 3,75 1,00 1,76 55,00 27,00 674,00
1 2,43 3,57 0,10 169 75,00 37,00 672,00
1 1,29 3,21 0,42 1,80 104,00 52,00 663,00
1 1,57 3,93 0,87 1,72 105,00 51,00 620,00



1,86
3,00
471
1,00
2,71
5,00
3,86
2,14
4,43
4,14
3,29
3,57
2,43
1,29
1,57
1,86
3,00
471
1,00
2,71
5,00
3,86

NN RN RN RN NN NNRNRNRNDNNRN PR P P R R R R

2,68
3,04
3,39
4,46
411
4,29
2,86
5,00
2,50
4,64
4,82
375
3,57
3,21
3,93
2,68
3,04
3,39
4,46
411
4,29
2,86

0,94
0,61
0,55
0,36
0,49
0,29
0,23
0,74
0,81
0,68
0,16
1,00
0,10
0,42
0,87
0,94
0,61
0,55
0,36
0,49
0,29
0,23

1,40
1,45
1,24
1,68
1,40
1,65
1,40
1,35
1,64
1,48
2,05
1,75
1,70
1,85
1,70
1,45
1,45
1,24
1,70
1,45
1,66
1,45

55,00
52,00
47,00
79,00
67,00
55,00
65,00
54,00
56,50
55,20
58,15
56,00
75,00
103,00
104,00
55,30
52,00
46,00
79,20
67,50
55,40
65,00

28,00
26,00
24,00
39,00
33,00
27,00
32,00
26,80
29,20
26,75
31,60
27,15
37,00
52,90
51,20
28,50
26,00
25,00
39,00
33,00
27,20
32,00

680,00
681,00
698,00
670,00
688,00
678,00
684,00
654,00
659,40
675,10
632,00
673,00
671,00
663,60
620,00
681,00
681,00
695,00
670,50
689,00
680,00
685,00

Fuente: Luque (2022)
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Tabla 05. Matriz “D” de disefio de muestreo de tratamientos experimentales. Disefio
de Space filling Hipercubo latino, completamente repetido con sus respuestas. Mezcla
de aditivos alimentarios quimioacidulantes.

- FACTORES
B X X, Y, Y, Y Y,
A. A.

- acético lactico GDL pH CE TDS POR
2,14 500 074 1,36 5500 27,00 655,00
4,43 250 081 1,63 5600 29,00 659,00
4,14 464 068 150 5500 27,00 675,00
3,29 48 016 205 5900 31,00 631,00
3,57 375 1,00 1,76 5500 27,00 674,00
2,43 357 010 1,69 7500 37,00 672,00
1,29 321 042 1,80 104,00 52,00 663,00
1,57 393 087 1,72 10500 51,00 620,00
1,86 268 094 140 5500 28,00 680,00
3,00 304 061 145 52,00 26,00 681,00
4,71 339 055 124 47,00 24,00 698,00
1,00 446 036 168 79,00 39,00 670,00
2,71 411 049 140 67,00 33,00 688,00
5,00 429 029 165 5500 27,00 678,00
3,86 286 023 140 6500 32,00 684,00
2,14 500 074 1,35 54,00 26,80 654,00
4,43 250 0,81 164 5650 29,20 659,40
4,14 464 068 148 5520 26,75 675,10
3,29 482 016 2,05 5815 31,60 632,00
3,57 375 1,00 1,75 56,00 27,15 673,00
2,43 357 010 1,70 75,00 37,00 671,00
1,29 321 042 1,85 103,00 52,90 663,60
1,57 393 0,87 1,70 10400 51,20 620,00
1,86 268 094 145 5530 2850 681,00
3,00 304 061 145 52,00 26,00 681,00
4,71 339 055 1,24 46,00 25,00 695,00
1,00 446 036 1,70 7920 39,00 670,50
2,71 411 049 145 6750 33,00 689,00
5,00 429 029 166 5540 27,20 680,00
3,86 286 023 145 6500 32,00 685,00

Fuente: Luque (2022)
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4.2.2. Modelamiento del quimioacidulante. Modelo lineal, multiple, aditivo,
cuadratico con interacciones de alto orden, bajo disefio de muestreo, Space filling
optimal

Los resultados del Andlisis de Regresion Screening Ridge (ARSR) para los datos

(tabla 06), se muestran en las figuras siguientes (analisis multivariado de varianza F).
Se valora sobre el comportamiento de la GDL y los acidos formico y lactico cuando

estos se mezclan, suponiendo que ocurre un proceso de reaccion quimica.

Aqui, se detecta que los términos cruzados o interacciones entre los factores
experimentales, tienen una contingencia, una instrumentalizacion y un rol; por ello, son
un ambito de realidad sui generis de la interaccién quimico estudiado, con estructura
propia; donde los requerimientos del modelo, de términos de alto orden e interacciones
de alto orden, es un indicador de la complejidad de la holistica del fendmeno estudiado;
indicando esto que el fendmeno requiere ajustarse con un modelo holistico y complejo,
quizas un modelo no lineal complejo o un modelo mixto complejo; por ello, més
adelante se ajustan, un modelo no lineal inspirado en redes neuronales y un modelo de
procesos gaussianos (de correlacion espacial); esto ultimo con la finalidad de comparar
y de poseer mayor capacidad de entendimiento del comportamiento holistico del

fenémeno.
El anélisis de los datos anteriores (optimizacién operativa), indican que los valores
de los factores en estudio, que satisfacen la calidad de la deseabilidad del

quimioacidulante se muestran en la tabla siguiente:

Tabla 06. Calidad del quimioacidulante experimental (Optimo operativo)

Factores experimentales Optimo operativo Respuestas
Glucono delta lactona Xs [g] 0,250 pH=251

i CE =486,5 pS/cm
Acido acético: X1 [ml] 0,290 TDS = 194,37 mg/L
Acido lactico: X [ml] 0,283 POR=(¥) 14,17

Fuente: Luque (2022)
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El quimioacidulante experimental que se cre6 de acuerdo a lo mostrado en la tabla
anterior, fue el que se usé en el embutido elaborado a base de pulpa de cachama, para
evaluar su grado de estabilidad bioldgica, manipulado y conservado a condiciones

ambientales.

Con base al anélisis de las pruebas pilotos anteriores se definid los niveles y los tipos
de acidos a utilizar, se muestra a continuacion en la Tabla 07. Y con base a los
resultados obtenidos de las pruebas pilotos se construyd la matriz de disefio de
muestreo experimental, para la optimizacion operativa del quimioacidulante. Donde
los acidulantes y sus niveles que mejores resultados para satisfacer el objetivo de la
investigacion en curso, fueron: GDL, acido formico y acido lactico, en un rango de
dosis (0,2-0,6); datos con los cuales se construyd la Matriz de Disefio de Muestreo

Experimental.

Tabla 07. Calidad del quimioacidulante experimental (6ptimo operativo)

Factores experimentales Niveles
Glucono delta lactona Xs [g] 0,2-0,60
Acido formico: X; [ml] 0,2-0,60
Acido lactico: X, [ml] 0,2-0,60

Fuente: Luque (2022)

Aqui, se muestra los resultados del analisis de modelacion y optimizacion de la
mezcla acidulante obtenida deterministamente (en laboratorio virtual en PC) y su
validacion estocastica (en laboratorio de alimentos LITA)

4.2.3. Resultados de la modelacion operativa

A continuacion se presenta la matriz de disefio de muestreo experimental con las
respuestas obtenidas en el laboratorio de alimentos LITA, para la optimizacion
operativa del quimioacidulante, que se us6 como aditivo para la estabilizacion del

embutido a base de pulpa de pescado.
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Tabla 08. Matriz de disefio de muestreo experimental para la optimizacion operativa

Variables experimentales

Variables respuestas

Tratamientos AF pH CE TDS POR
X1 X2 X3 Y1 Y, Ys Y,

1 0,49 0,24 0,2 1,59 687,00 344 169
1 0,60 0,35 0,35 2,00 664,00 332 47
1 0,42 0,42 0,42 1,85 450,00 225 59
1 0,38 0,20 0,38 2,45 738,00 363 51
1 0,56 0,56 0,49 2,63 442,00 217 12
1 0,31 0,6 0,27 2,90 365,00 180 -8
1 0,24 0,38 0,31 3,07 482,00 238 -19
1 0,20 0,53 0,45 3,33 248,00 123 -53
1 0,53 0,27 0,56 2,74 506,00 253 20
1 0,27 0,31 0,53 3,20 375,00 189 -27
1 0,46 0,46 0,24 2,98 630,00 313 -15
2 0,35 0,49 0,60 3,11 245,00 122 -10
2 0,49 0,24 0,20 1,59 701,90 344 169
2 0,60 0,35 0,35 2,00 636,69 332 47
2 0,42 0,42 0,42 1,85 476,17 225 59
2 0,38 0,20 0,38 2,45 725,61 363 51
2 0,56 0,56 0,49 2,63 449,64 217 12
2 0,31 0,60 0,27 2,90 357,73 180 -8
2 0,24 0,38 0,31 3,07 468,75 238 -19
2 0,20 0,53 0,45 3,33 260,39 123 -53
2 0,53 0,27 0,56 2,74 516,19 253 20
2 0,27 0,31 0,53 3,20 381,54 189 -27
2 0,46 0,46 0,24 2,98 634,33 313 -15
2 0,35 0,49 0,60 3,11 223,05 122 -10

Fuente: Luque (2022)

Analisis de Regresion Screening Ridge para el ajuste de modelos lineales multiples

cuadraticos y de interaccion de alto orden, usando el modulo “Regresion Screening

Ridge” del programa SAS JMP. En lo siguiente se presenta la seleccion de los términos

mas significativos para el modelo de regresidn de cada respuesta, asi como su calidad

de ajuste. Los términos resaltados en negrilla, son los términos mas significativos del

modelo en explicar la variabilidad de la respuesta.
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Screening for Y1

Contrasts

Lenth Individual Simultaneous
Term Contrast t-Ratio p-Value p-Value
X1 -0,352339 -1e+13 0,0000* 0,0000*
0,190405 6,6e+12 0,0000* 0,0000*
0,152452 5,3e+12 0,0000* 0,0000*
0,055650  * 1,9e+12 0,0000* 0,0000*
0,058533  * 2e+12 0,0000* 0,0000*
0,120691  * 4,2e+12 0,0000* 0,0000*
0,101234  * 3,5e+12 0,0000* 0,0000*
X3*X2 -0,181685  * -6e+12 0,0000* 0,0000*
0,037539  * I 1,3e+12 0,0000* 0,0000*
SISl 0062004 * -2e+12 0,0000* 0,0000*
NRERE] -0.208130 * -7e+12 0,0000* 0,0000*
Null13 4,963e-15 0,17  0,8740 1,0000
Null14 -2,02e-14 -0,70  0,4740 1,0000
Null15 1,054e-14 0,37  0,7343 1,0000
Null16 -6,44e-15 -0,22  0,8352 1,0000
Null17 -1,33e-14 -0,46  0,6662 1,0000
Null18 -1,83e-14 -0,63  0,5542 1,0000
Null19 -4,34e-14 -1,50  0,1368 0,9067
Nuli20 1,788e-14 0,62  0,5636 1,0000
7,908e-14 2,74 0,0209* 0,2558
8,369e-14 2,90  0,0163* 0,2087
4,462e-13 15,46 <,0001* <,0001*
-2,03e-12 -70,17 <,0001* <,0001*

Figura 41. Términos y analisis del modelo para la respuesta Y1: pH

Actual by Predicted Plot
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Figura 42. Bondad de ajuste del modelo de prediccion para la variable respuesta Y1:
pH
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Modelo de prediccion para la variable respuesta Y1: pH

pH= -15,77+23,65 X1+16,05 Xg+224X+(X1— 0,40)*((X1-0,40)*42,88)+(X1-0,40)*((X3-0,4)*(-56,87)+
(X3-0,4)*((Xs- 0,4)*21,96)+(X1- 0,40)*((X2 -0,40)* 63,00+ (X3-0,4)*(X2-0,40)*(-77.4937030569434)+
(X2-0,40)*(X,-0.40)*67,18)+(X1-0,40)*(X1-0,40)*(X1-0,40)*(-896,37)+(X1-0,40)*(X1-0,40)*(X5-0,4)
*(-1309,82))

Contrasts

Lenth Individual Simultaneous
Term Contrast t-Ratio p-Value p-Value
-106,459 -25,18 <,0001* <,0001*
-85,154 -20,14 <,0001* <,0001*
65,503 15,49 <,0001* 0,0001*
9,323  * ] 2,20 0,0441* 0,4660
X2*X3 -6,456  * [ -1,53 0,1312 0,9015
-25,383  * [ -6,00 0,0003* 0,0064*
21,177  ~ ] 5,01 0,0007* 0,0165*
X3*X1 -2,819 * I -0,67 0,5002 1,0000
-7.274 * | -1,72 0,0980 0,7924
-27,708  * ] -6,55 0,0002* 0,0034*
X2*X2*X3 -5,674  * 1 -1,34 0,1784 0,9680
Null13 -0,688 -0,16 0,8690 1,0000
Null14 3,389 0,80 0,4021 1,0000
Null15 3,343 0,79 0,4083 1,0000
Null16 1,842 0,44 0,6765 1,0000
Null17 -3,054 -0,72 0,4476 1,0000
Null18 -1,525 -0,36 0,7280 1,0000
Null19 1,997 0,47 0,6522 1,0000
Null20 0,546 0,13 0,8973 1,0000
Null21 -0,916 -0,22 0,8305 1,0000
Null22 2,706 0,64 0,5395 1,0000
Null23 2,917 0,69 0,4703 1,0000
Null24 1,068 0,25 0,8057 1,0000

Figura 43. Términos y analisis del modelo para la respuesta Y2: conductividad eléctrica

(CE)

Actual by Predicted Plot
800
700 -

— 600 Analysis of Variance

2500 4B

§400_ "("’::_- . Sum of
300 Source DF  Squares MeanSquare F Ratio
200 200' 00 a0 oo edo 790 ao | Model 8 587809,50 73476,2 87,3535

Y2 Predicted P<.0001 Error 15 12617,04 8411 Prob>F
RSq=0,98 RMSE=29,002

C. Total 23 600426,53 <,0001*

Figura 44. Bondad de ajuste para modelo de prediccion para la variable respuesta Y?
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Modelo de prediccion para la variable respuesta Y2: conductividad eléctrica (CE)

CE=446,99+126,27*X,+(-658,78)*X3+581,25%X 1+(X2-0,40)*(X2-0,40)*(636,91)+(X2-0,40)* (Xs-,40)
*(-2283,79)+(Xs- 0,40)*(X3 -0,4)*(-440,81)+(X2-0,40)*(X; - 0,40)*2037,19)+(X1- 0,40)*(Xy-
0,40)*1428,24)+(X2-0,40)*(X-0,40)*(X2-0,40)*(-31480,52)+(X-0,40)*(X,-0,40)*(X3-0,4)*(-
5838,38)

Contrasts

Lenth Individual Simultaneous
Term Contrast t-Ratio p-Value p-Value
-53,4796 -1e+13  0,0000* 0,0000*
-42,1472 | -9e+12  0,0000* 0,0000*
32,8235 7,2e+12  0,0000* 0,0000*
3,6283 * 8e+11  0,0000* 0,0000*
-3,3140 * I:[ -Te+11 0,0000* 0,0000*
-11,8524  * -3e+12  0,0000* 0,0000*
9,8266 * B 2,2e+12  0,0000* 0,0000*
-2,0779  * -5e+11  0,0000* 0,0000*
-2,5872  * -6e+11 0,0000* 0,0000*
-13,4604  * -3e+12  0,0000* 0,0000*
-6,0713  * -le+12  0,0000* 0,0000*
Null13 1,025e-12 023  0,8281 1,0000
Null14 -6,67e-13 0,15  0,8875 1,0000
Null15 1,212e-12 0,27  0,7963 1,0000
Null16 3,902e-13 0,09  0,9337 1,0000
Null17 1,827e-12 0,40  0,7010 1,0000
Null18 -4,89e-12 -1,07  0,2707 0,9985
Null19 -4,24e-12 0,93  0,3384 0,9999
Null20 1,144e-12 0,25  0,8096 1,0000
-9,15e-12 2,01 0,0561 0,5924
Null22 7,484e-12 1,64 0,079 0,8390
Null23 -6,29e-12 -1,38  0,1689 0,9564
3,495e-11 7,67 0,0002* 0,0017*

Figura 45. Términos/anélisis del modelo de la respuesta Ya: solidos disueltos totales
(SDT)
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Actual by Predicted Plot

Analysis of Variance
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Figura 46. Bondad de ajuste para el modelo de prediccion para la variable respuesta Y3

Modelo de prediccion para la variable respuesta Y3:solidos disueltos totales (SDT)

Y= (-202,75)+635,51*X,+27,64*X3+353,75*X1+(X2-0,40)*(X2-0,40)*(-1317,70)+(X2- 0,40)*(X3—,4)
*(-2588,77)+(X3-0,4)*(X5-0,4)*607,78)+(X2-0,40)*(X1-0,40)*(2262,70)+(X3-0,4)*(X1-0,40)*
(1136,29)+(X1-0,40)*(X1-0,40)*3116,17)+(X2-0,40)*(X2-0,40)*(X2-0,40)*(-39358,57)+(X2- ,40)*(Xo-
0,40)*(X3-0,40)*(-33363,82)

Contrasts

Lenth Individual Simultaneous
Term Contrast t-Ratio p-Value p-Value
-31,1232 -4e+14 0,0000* 0,0000*
24,7684 | 2,9e+14 0,0000* 0,0000*
-19,9993 -2e+14 0,0000* 0,0000*
9,2593  * - 1,1e+14 0,0000* 0,0000*
-4,8070  * |£ -6e+13 0,0000* 0,0000*
-10,4833  * -le+14 0,0000* 0,0000*
22,7968  * 2,7e+14 0,0000* 0,0000*
25132 * 2,9e+13 0,0000* 0,0000*
-3,5980 * [ -4e+13 0,0000* 0,0000*
18,5145 * 2,2e+14 0,0000* 0,0000*
X2*X2*X1 6,0324  * 7e+13 0,0000* 0,0000*
Null13 -6,2e-14 -0,72 0,4516 1,0000
Null14 1,796e-15 0,02 0,9826 1,0000
Null15 7,654e-15 0,09 0,9297 1,0000
Null16 3,88e-14 0,45 0,6650 1,0000
Null17 -1,44e-14 -0,17 0,8727 1,0000
Null18 -3,41e-14 -0,40 0,7058 1,0000
Null19 -9,58e-14 -1,12 0,2540 0,9965
Null20 6,907e-14 0,81 0,4010 1,0000
Null21 5,212e-14 0,61 0,5691 1,0000
Null22 1,084e-13 1,27 0,2011 0,9836
1,789e-13 2,09 0,0502 0,5349
5,838e-13 6,82 0,0008* 0,0029*

Figura 47. Términos/analisis del modelo para respuesta Y 4: potencial oxido-reduccion
(POR)
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Actual by Predicted Plot
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Figura 48. Bondad de ajuste para el modelo de prediccion para la variable respuesta Y4

Modelo de prediccion para la variable respuesta Ya:potencial oxido/reduccion
(POR)

Y 4=301,40+(-569,049)*X,+63,75*X+(-68,30*X3)+(X-0,40)*(X,-0,40)*540,94+(X-0,40)*(X1-
0,40)*(-1909,97)+(X1-0,40)*(X1 -0,40)*(-2620,42)+(X2-0,40)*(X3-0,4)*2152,94+(X1-0,40)*(X3-0,4)*
(-845,49)+(X3-0,4)*(X3-0,4)*(-1860,24)+(X,-0,40)*(X2-0,40)*(X-0,40)*17792,18+(Xo- 0,40)*(X, -
0,40)*(X1-0,40)*13068,19

Metamodelo del quimioacidulante (QMAO)

pH=-15,77+23,65 X1+16,05 Xa+224Xo+(X1— 0,40)*((X1-0,40)*42,88)+(X1-0,40)*((X5-0,4)*(-
56,87)+(Xs-0,4)*((Xs-  0,4)%21,96)+(X1-  0,40)%((X2 -0,40)*  63,00+(X3-0,4)*(X2-0,40)*(-
77.4937030569434)+  (X2-0,40)*(X-0.40)*67,18)+(X1-0,40)*(X1-0,40)*(X1-0,40)*(-896,37)+(X1-
0,40)*(X1-0,40)*(X3-0,4) *(-1309,82))
CE=446,99+126,27*X+(-658,78)*X3+581,25*X1+(X-0,40)*(X2-0,40)*(636,91)+(X2-0,40)*(X3-
40) *(-2283,79)+(Xs- 0,40)*(Xs -0,4)*(-440,81)+(X2-0,40)*(X1 - 0,40)*2037,19)+(X1- 0,40)*(Xy-
0,40)*1428,24)+(X2-0,40)*(X2-0,40)*(X-0,40)*(-31480,52)+(X2-0,40)*(X-0,40)*(X3-0,4)*(-
5838,38)
SDT=(-202,75)+635,51*X,+27,64*X5+353,75*X1+(X2-0,40)*(X2-0,40)*(-1317,70)+(Xo-
0,40)*(Xs—,4)*(-2588,77)+(Xs-0,4)*(X3-0,4)*607,78)+(X2-0,40)*(X1-0,40)*(2262,70)+(Xs-
0,4)*(X1-0,40)*(1136,29)+(X1-0,40)*(X1-0,40)*3116,17)+(X2-0,40)*(X2-0,40)*(X-0,40)*(-
39358,57)+(Xa- ,40)*(X2-0,40)*(X3-0,40)*(-33363,82)
POR=301,40+(-569,049)*X2+63,75*X1+(-68,30*Xa)+(X2-0,40)*(X2-0,40)*540,94+(X -
0,40)*(X1-  0,40)*(-1909,97)+(X1-0,40)*(X; -0,40)*(-2620,42)+(X2-0,40)*(X3-0,4)*2152,94+(X1-
0,40)*(X3-0,4)*(-845,49)+(X3-0,4)*(X3-0,4)*(-1860,24)+(X2-0,40)*(X-0,40)*(X-
0,40)*17792,18+(X,- 0,40)*(X,- 0,40)*(X,1-0,40)*13068,19

En los resultados anteriores se muestra que los modelos construidos tienen alta

bondad de ajuste y muy bajo sesgo.
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En la siguiente tabla 10, se presenta la formula o modelos encriptados en las

columnas de la hoja de calculo del simulador para uso en la optimizacion operativa

Tabla 10. Formula encriptada para la optimizacion de las variables respuestas

Variables experimentales

Formulas encriptadas de las respuestas

AF GDL AL pH CE SDT POR
Formula Formula Formula  Formula
X1 X2 X3 Y. Ys Ys Ya
0,49 0,24 0,20 1,59 699,05 344,00 169,00
0,60 0,35 0,35 2,00 645,02 332,00 47,00
0,42 0,42 0,42 1,85 467,66 225,00 59,00
0,38 0,20 0,38 2,45 727,98 363,00 51,00
0,56 0,56 0,49 2,63 447,79 217,00 12,00
0,31 0,60 0,27 2,9 358,35 180,00 -8,00
0,24 0,38 0,31 3,07 466,96 238,00 -19,00
0,20 0,53 0,45 3,33 260,54 123,00 -53,00
0,53 0,27 0,56 2,74 511,57 253,00 20,00
0,27 0,31 0,53 3,20 384,68 189,00 -27,00
0,46 0,46 0,24 2,98 635,79 313,00 -15,00
0,35 0,49 0,60 3,11 226,59 122,00 -10,00
0,49 0,24 0,20 1,59 699,05 344,00 169,00
0,60 0,35 0,35 2,00 645,02 332,00 47,00
0,42 0,42 0,42 1,85 467,66 225,00 59,00
0,38 0,20 0,38 2,45 727,98 363,00 51,00
0,56 0,56 0,49 2,63 447,79 217,00 12,00
0,31 0,6 0,27 2,90 358,35 180,00 -8,00
0,24 0,38 0,31 3,07 466,96 238,00 -19,00
0,20 0,53 0,45 3,33 260,54 123,00 -53,00
0,53 0,27 0,56 2,74 511,57 253,00 20,00
0,27 0,31 0,53 3,20 384,68 189,00 -27,00
0,46 0,46 0,24 2,98 635,79 313,00 -15,00
0,35 0,49 0,60 3,11 226,59 122,00 -10,00

Fuente: Luque 2022
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En la siguiente figura 49, se muestra el resultado de la optimizacion operativa

Prediction Profiler
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Figura 49. Interfaz del simulador de optimizacion operativa multifactor-multirespuesta,

con una ajuste de 99,25 %.

Los resultados de simulacién deterministica indican que una mezcla de 44,47 de X1,

42,75 de X2y 42,48 de X3, se obtiene una mezcla con las siguientes caracteristicas.

Y1de 2,5, Y2de 480,35, Y3 de 243y Y4 de 51,66.

Donde la validacién de la mezcla en laboratorio se corroboro su validez estadistica.

Y1de2,7,Y2de 476,35, Y3 de 251 y Y4 de 49,50.
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Desde el punto de vista econémico y ambiental es recomendable reducir el uso de
al menos el &cido formico, entonces recomendando el simulador a dosis bajas de &cido

formico, se obtiene una segunda alternativa de mezcla.
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Figura 50. Interfaz del simulador de optimizacion operativa multifactor-multirespuesta,
de una segunda alternativa del quimio acidulante, con una ajuste de 98,73 %.



Contrasts

Term Contrast
0,021635
X1 -0,003410
X3 -0,002148
X2 -0,001068
0,034575
X4*X1 -0,002254
0,020176
0,016545
X1*X3 -0,002035
0,028251
0,007553
-0,015997
-0,003934
0,036017
0,035273
X4*X4*X1 -0,000190
-0,005497
0,013314
0,007446
X4*X1*X3 0,001426
0,014820
-0,031490
X1*X3*X3 -0,002326
0,009045
-0,021079
X4*X1*X2 0,008605
X1*X1*X2 0,023193
-0,015713
0,010125
X3*X3*X2 0,010825
0,012271
-0,008073
0,005913
X2*X2*X2 0,002063
0,023920
0,024922

X4*X4*X1*X1 -0,002015
X4*X1*X1*X1 -0,000495
X1*X1*X1*X1 -0,005152
X4*X4*X4*X3 0,029103
X4*X1*X3*X2 -0,006909

Lenth
t-Ratio

9,65
-1,52
-0,96
-0,48
15,42
-1,01

9,00
-7,38
-0,91
12,60
-3,37
-7.14
-1,75
16,06
15,73
-0,08
-2,45
-5,94

3,32

0,64

6,61
14,05
-1,04

4,03
-9,40

3,84
10,35
-7,01

4,52

4,83
-5,47
-3,60

2,64

0,92
10,67
11,12
-0,90
-0,22
-2,30
12,98
-3,08

Individual
p-Value
<,0001*
0,1282
0,3403
0,6458
<,0001*
0,3164
<,0001*
<,0001*
0,3665
<,0001*
0,0016*
<,0001*
0,0836
<,0001*
<,0001*
0,9411
0,0189*
<,0001*
0,0022*
0,5411
<,0001*
<,0001*
0,2999
0,0003*
<,0001*
0,0003*
<,0001*
<,0001*
0,0002*
0,0002*
0,0001*
0,0008*
0,0129*
0,3593
<,0001*
<,0001*
0,3717
0,8341
0,0248*
<,0001*
0,0044*
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Simultaneous
p-Value
<,0001*
0,9996
1,0000
1,0000
<,0001*
1,0000
<,0001*
<,0001*
1,0000
<,0001*
0,1296
<,0001*
0,9917
<,0001*
<,0001*
1,0000
0,6392
0,0004*
0,1443
1,0000
<,0001*
<,0001*
1,0000
0,0250*
<,0001*
0,0413*
<,0001*
<,0001*
0,0074*
0,0031*
0,0010*
0,0768
0,5151
1,0000
<,0001*
<,0001*
1,0000
1,0000
0,7680
<,0001*
0,2419

Figura 51. Anélisis multivariado de varianza F, para la respuesta Y1 (pH)

Fuente: Luque (2022)



Contrasts

Term

X

X
N

Ny RN

X
w

X1*X1

X1*X4

X4*X4

X1*X2

X4*X2

X2*X2

X1*X3

X4*X3

X2*X3

X3*X3
X1*X1*X1
X1*X1*X4
X1*X4*X4
X4*X4*X4
X1*X1*X2
X1*X4*X2
X4*X4*X2
X1*X2*X2
X4*X2*X2
X2*X2*X2
X1*X1*X3
X1*X4*X3
X4*X4*X3
X1*X2*X3
X4*X2*X3
X2*X2*X3
X1*X3*X3
X4*X3*X3
X2*X3*X3
X3*X3*X3
X1*X1*X1*X1
X1*X1*X1*X4
X1*X1*X4*X4
X1*X4*X4*X4
X4*X4*X4*X4
X1*X1*X4*X2
X1*X4*X2*X3

Figura 52. Analisis multivariado de varianza F, para la respuesta Y> (POR)

Contrast
2,05770
0,62906
0,61908
0,14687

-0,51401

-0,14251

-0,95517
0,23512

-0,21606

-1,19153

-0,09813

-0,56258

-1,34603

-0,23462

-0,41417

-0,89979

-0,14547

-0,17832
0,08685
0,12063

-0,49531

-0,67826
0,13000
0,02031
0,19006

-0,83492
0,41198
0,30030

-1,06709
1,15356

-1,95309

-0,82700

-3,17454

-0,79856

-1,83127

-0,09774

-0,30961
0,19511

-0,21883
0,59538

-0,02093

Fuente: Luque (2022)

jin

Lenth
t-Ratio
14,91
4,56
4,49
1,06
-3,72
-1,03
-6,92
1,70
-1,57
-8,63
-0,71
-4,08
-9,75
-1,70
-3,00
-6,52
-1,05
-1,29
0,63
0,87
-3,59
-4,91
0,94
0,15
1,38
-6,05
2,98
2,18
-7,73
8,36
-14,15
-5,99
-23,00
-5,79
-13,27
-0,71
-2,24
1,41
-1,59
4,31
-0,15

Individual
p-Value
<,0001~
0,0002*
0,0003*
0,2829
0,0011*
0,2960
<,0001*
0,0895
0,1187
<,0001*
0,4679
0,0007*
<,0001*
0,0901
0,0046*
<,0001~
0,2866
0,1959
0,5291
0,3770
0,0012*
<,0001*
0,3416
0,8783
0,1688
<,0001*
0,0047*
0,0336*
<,0001*
<,0001*
<,0001~
<,0001~
<,0001*
<,0001*
<,0001*
0,4700
0,0284*
0,1585
0,1148
0,0005*
0,8757
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Simultaneous
p-Value
<,0001*
0,0084*
0,0100*
1,0000
0,0597
1,0000
<,0001*
0,9947
0,9993
<,0001*
1,0000
0,0274*
<,0001*
0,9949
0,2842
<,0001*
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,0826
0,0030*
1,0000
1,0000
1,0000
0,0002*
0,2933
0,8463
<,0001*
<,0001*
<,0001*
0,0003*
<,0001*
0,0004*
<,0001*
1,0000
0,8019
1,0000
0,9987
0,0145*
1,0000



Contrasts

Term

X X[ %
NN

X1*X1
X1*X2
X2*X2
X1*X4
X2*X4
X4*X4
X1*X3
X2*X3
X4*X3
X3*X3
X1*X1*X1
X1*X1*X2
X1*X2*X2
X2*X2*X2
X1*X1*X4
X1*X2*X4
X2*X2*X4
X1*X4*X4
X2*X4*X4
X4*X4*X4
X1*X1*X3
X1*X2*X3
X2*X2*X3
X1*X4*X3
X2*X4*X3
X4*X4*X3
X1*X3*X3
X2*X3*X3
X4*X3*X3
X3*X3*X3

X1*X1*X1*X1
X1*X1*X1*X2
X1*X1*X2*X2
X1*X2*X2*X2
X2*X2*X2*X2
X2*X2*X2*X4
X1*X2*X4*X3

Contrast

7,0962
6,6115
2,0327
0,6598
-4,8976
2,1933
-6,1370
2,6369
-0,1148
-5,3146
0,0619
-3,0078
-0,3361
-3,0863
1,3532
-2,2429
-3,3239
-3,9598
-2,6783
-3,0094
0,6343
-5,2234
2,1529
2,3390
-2,2237
-2,7277
3,1280
-1,4702
0,6410
1,6604
-0,4204
11,0344
3,2535
-0,5725
-3,0070
-2,2727
0,4166
2,8625
2,3413
-7,2178
1,5678

Lenth
t-Ratio
22,72
21,17
6,51
2,1
-15,68
7,02
-19,65
8,44
-0,37
-17,02
0,20
-9,63
-1,08
-9,88
4,33
-7,18
-10,64
-12,68
-8,58
-9,64
2,03
-16,73
6,89
7,49
-7,12
-8,73
10,02
-4,71
2,05
5,32
-1,35
-35,33
10,42
-1,83
-9,63
-7,28
1,33
9,17
7,50
-23,11
5,02

Individual
p-Value
<,0001*
<,0001*
<,0001*
0,0411*
<,0001*
<,0001*
<,0001*
<,0001*
0,7169
<,0001*
0,8423
<,0001*
0,2878
<,0001*
0,0004*
<,0001*
<,0001*
<,0001*
<,0001*
<,0001*
0,0490*
<,0001*
<,0001*
<,0001*
<,0001*
<,0001*
<,0001*
0,0003*
0,0469*
0,0002*
0,1824
<,0001*
<,0001*
0,0715
<,0001*
<,0001*
0,1860
<,0001*
<,0001*
<,0001*
0,0002*

Figura 53. Analisis multivariado de varianza F, para la respuesta Y3 (CB)
Fuente: Luque (2022)
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Simultaneous
p-Value
<,0001*
<,0001*
<,0001*
0,8834
<,0001*
<,0001*
<,0001*
<,0001*
1,0000
<,0001*
1,0000
<,0001*
1,0000
<,0001*
0,0131*
<,0001*
<,0001*
<,0001*
<,0001*
<,0001*
0,9260
<,0001*
<,0001*
<,0001*
<,0001*
<,0001*
<,0001*
0,0058*
0,9152
0,0014*
1,0000
<,0001*
<,0001*
0,9803
<,0001*
<,0001*
1,0000
<,0001*
<,0001*
<,0001*
0,0027*
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Los items anteriores resaltados en negrilla significan aquellos términos (unidades
de producto del modelo) que tienen mayor influencia en la respuesta medida. Por ello,
en la tabla 6, se muestran los términos u unidades de producto seleccionados para cada
uno de los modelos. Son cuatro ecuaciones que conformaran el metamodelo de

simulacion.

Tabla 11. Términos optimizados por Analisis de Regresion Screening Ridge requeridos
para ajustar los modelos lineales multiples aditivos de alto orden
Términos del modelo para cada respuestas medida de la mezcla de acidos

Y1: pH Y2: POR Y3: CB Y4: ATT
X4 X1 X1 X4
X1 X4 X2 X3
X3 X2 X4 X1
X2 X3 X3 X2
X4*X4 X1*X1 X1*X1 X4*X4
X4*X1 X1*X4 X1*X2 X4*X3
X1*X1 X4*X4 X2*X2 X3*X3
X4*X3 X1*X2 X1*X4 X4*X1
X1*X3 X4*X2 X2*X4 X3*X1
X3*X3 X2*X2 X4*X4 X1*X1
X4*X2 X1*X3 X1*X3 X4*X2
X1*X2 X4*X3 X2*X3 X3*X2
X3*X2 X2*X3 X4*X3 X1*X2
X2*X2 X3*X3 X3*X3 X2*X2
X4*X4*X4 X1*X1*X1 X1*X1*X1 X4*X4*X4
X4*X4*X1 X1*X1*X4 X1I*X1*X2 X4*X4*X3
X4*X1*X1 X1*X4*X4 X1*X2*X2 X4*X3*X3
X1*X1*X1 X4A*X4*X4 X2*X2*X2 X3*X3*X3
X4*FXA*X3 X1*X1*X2 X1*X1*X4 X4*X4*X1
X4*X1*X3 X1*X4*X2 X1*X2*X4 X4*X3*X1
X1*X1*X3 X4*X4*X2 X2*X2*X4 X3*X3*X1
X4*X3*X3 X1*X2*X2 X1*X4*X4 X4*X1*X1
X1*X3*X3 X4*X2*X2 X2*X4*X4 X3*X1*X1
X3*X3*X3 X2*X2*X2 X4*X4*X4 X1*X1*X1
XA4*FXA*X2 X1*X1*X3 X1*#X1*X3 XA*XA*X2
XA4*FX1*X2 X1*X4*X3 X1*X2*X3 XA*X3*X2
X1*X1*X2 XA*X4*X3 X2*X2*X3 X3*X3*X2
X4*X3*X2 X1*X2*X3 X1*X4*X3 XA*X1*X2
X1*X3*X2 X4*X2*X3 X2*X4*X3 X3*X1*X2
X3*X3*X2 X2*X2*X3 X4*X4*X3 X1*X1*X2
X4*X2*X2 X1*X3*X3 X1*X3*X3 X4A*X2*X2
X1*X2*X2 X4*X3*X3 X2*X3*X3 X3*X2*X2
X3*X2*X2 X2*X3*X3 X4*X3*X3 X1*X2*X2
X2*X2*X2 X3*X3*X3 X3*X3*X3 X2*X2*X2
XA*FXA*FX4*X4 X1*X1*X1*X1 X1I*X1*X1*X1 XA*X4*X4*X4
XA*FX4*X4*X1 X1*X1*X1*X4 XI*FX1*X1*X2 X4A*X4*X4*X3
X4*X4*X1*X1 X1*X1*X4*X4 XI*X1*X2*X2 X4*X4*X3*X3
X4*X1*X1*X1 X1*X4*X4*X4 XI*FX2*X2*X2 X4*X3*X3*X3
X1*X1*X1*X1 XA*X4*X4*X4 X2*X2*X2*X2 X3*X3*X3*X3
XA4*X4*X4*X3 X1*X1*X4*X2 X2*X2*X2*X4 X4*X4*X4*X1
XAFXL*FX3*X2 XI*FX4*X2*X3 X1I*FX2*XA4*X3 XA*FXI*X1*X2

Fuente: Luque (2022)
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La bondad de ajuste de los modelos se muestra a continuacion, las gréaficas de
valores medidos contra valores predichos y su coeficiente de regresion R? (figura 31).

Deduciéndose de estas que los modelos tienen excelente bondad de ajuste.

Actual by Predicted Plot Actual by Predicted Plot
45
2,6 — -
i o 40 — L
2.5 1 - 5 i ] !"“"—‘-
T e = 35 g
5 24 . B30 iy, s e
= o~
> 2,3 — = > 25 -,
22 4 o 20 —
2.1 S T T T T 15 T T T T T
2,1 2,2 2,3 2,4 2,5 2,6 15 20 25 30 35 40 as
Y1 Predicted P<.0001 Y2 Predicted P<.0001
RSQq=0,99 RMSE=0,0152 RSQq=0,99 RMSE=0,8678
Actual by Predicted Plot Actual by Predicted Plot
~ 295
180 290 -
160 < 285 —
= 1 - 280 —
£ 140 o 2 275 -
< e s - < 270 -
£ 120 - S oes e
100 260 —
- 255 — .ot
80 —— — T T T T T T 250 = T T T T T T T
80 90100 120 140 160 180 250255260 265270 275 280 285 290295
Y3 Predicted P<.0001 Y4 Predicted P<.0001
RSq=1,00 RMSE=2,0961 RSq=0,99 RMSE=1,0556

Figura 54. Gréfico bondad de ajuste para los modelos lineales aditivos y de alto orden.
Fuente: Luque (2022)

Los resultados de la validacién en laboratorio, de la capacidad predictoras de los
modelos ensayados, indican que estos son muy buenos para emular el proceso de crear

acidulantes con mezclas de acidos.

Todas las mezclas producen respuestas muy parecidas; sin embargo, el modelo

lineal aditivo de alto orden, predijo la mezcla mas econémica.
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4.3. Resultados y discusiones

“Teaicuon rromer
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Figura 55. Valores 6ptimos deterministico de los factores y las respuestas
Fuente: Luque (2022)

4.3.1. Valores optimos deterministicos de los factores y las respuestas

Variables independientes Variables dependientes
X1, Acido formico: 0,4447014. Yi1: 2,499908
X», Acido lactico: 0,4247678. Y2: 480,3517
X3, GDL: 0,427533 Y3: 242,9995

Y4: 51,65973

4.3.2. Valores optimos estocasticos de los factores y las respuestas. (Validacion
LITA)

Variables independientes Variables dependientes
Xi, Acido formico: 0,4447014. Yi:2,52
Xa, Acido lactico: 0,4247678. Y2: 478
X3, GDL: 0,427533 Y3: 245

Ya: (+) 54
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4.3.3. Variable alternativa econémico-ambiental

'rediction Profiler
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Figura 56. VValores optimos deterministico de los factores y las respuestas. Variable

alternativa econdmico-ambiental
Fuente: Luque (2022)
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4.3.4. Valores optimos deterministicos de los factores y las respuestas.
(Alternativa 02, PC)

Variables independientes Variables dependientes
Xi, Acido formico: 0,2232000 Yi: 2,575369
X», Acido lactico: 0,4247678 Ya: 383,1214
X, GDL: 0,427533 Ya: 238,0469
Yai: -26,4782

4.3.5. Valores 6ptimos estocasticos de los factores y las respuestas. (Alternativa
02, LITA)

Variables independientes Variables dependientes
Xi, Acido formico: 0,4447014. Y1:2,65
Xa, Acido lactico: 0,4247678. Y2: 408
X3, GDL: 0,427533 Y3: 245
Ya4: (-) 20

4.3.6. Validacion del quimioacidulante creado para el embutido genérico

VALIDACION O PRUEBA DEL QUIMIOACIDUIANTE
CREADO PARA EI. EMBUTIDO GENERICO

Total 6 kg de Emulsion
Carnica

3 kg
Sin
tratamiento

3 kg con
quimioacidulante
(OMA)

AL AMEIENTE

Figura 57. Validacion del quimioacidulante creado para el embutido genérico
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4.4. Resultados y discusiones

RESULTADOS Y DISCUSIONES

SEGUIMIENTO DE VARIABLES INDICADORAS DE CAMBIOS
(Fisicoquimicos)

CON QMA S S
ALMACENAMIENTO AL

AMBIENTE (20 dias) :

CONDICIONES INICIALES CONDICIONES FINALES

: CARACTERISTICAS pH: 5,40
pH: 5,63 SENSORIALES: CE: 20,5

CE:24,7 EXCELENTES...I! -
SDT: 12.300 SD1:12.100

Figura 58. Validacion del quimioacidulante creado para el embutido genérico

SEGUIMIENTO DE VARIABLES INDICADORAS DE CAMBIOS

(Microbiologicos)
CON TRATAMIENTOS

ALMACENAMIENTO AL
AMBIENTE (20 dias)

>

CARACTERISTICAS
SENSORIALES:
EXCELENTES...II

USO DE PETRIFIL.M

Figura 59.Seguimiento de variables indicadoras de cambios microbioldgicos



187

SEGUIMIENTO DE VARIABLES INDICADORAS DE CAMBIOS

(Microbiologicos)
CON TRATAMIENTOS

(QMA) ALMACENAMIENTO AL
@ AMBIENTE (20 dias)

—) =) =)

CONDICIONES INICIALES CONDICIONES FINALES

T

CARACTERISTICAS
SENSORIALES:
EXCELENTES...!!

Figura 60. Almacenamiento a condiciones ambientales durante veinte dias (20 dias)
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4.5. CONCLUSIONES

1. La tecnologia disefiada en la investigacion (formula y esquema tecnoldgico),
permitio obtener un embutido genérico a base de pulpa de cachama, como un producto

innovador, apto para consumo humano

2. La metodologia de optimizacidon, via simulacién usada incluyo: el disefio de
muestreo estadistico experimental Space filling (algoritmo D-optimal HL), Ia

modelacion “Screening Ridge” de minimos cuadrados ordinarios matriciales y la

optimizacion multifactorial-multiobjetivo, con reglas de deseabilidad difusas; permiten

en forma versatil optimizar procesos en el area de alimentos

3. La tecnologia de obtencion de un quimioacidulante (mezcla de 4cidos organicos),
permitid estabilizar biolégicamente el embutido genérico a base de pulpa de cachama,

almacenado al ambiente sin refrigeracion
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4.6. RECOMENDACIONES
1. Aplicar la tecnologia disefiada en el uso de pulpa de pescado, en otras especies de

aguas continentales

2. Usar los disefios de muestreo estadistico experimental Space filling (algoritmo D-

optimal HL); dada su robustez

3. Usar la modelacion “Regresion Screening Ridge” de minimos cuadrados ordinarios

matriciales, dada su bajo sesgo, baja varianza y bajo ruido

4. Hacer un estudio de ingenieria robusta, para determinar el grado de ruido de cada

uno de los factores estudiados

5. Usar en optimizacion de procesos de tecnologia-ingenieria de alimentos simuladores

deterministicos, asistidos con otros softwares estadisticos mas avanzados

6. Diversificar el uso del quimioacidulante creado en otros derivados de pulpa de

pescado, como también en otros derivados carnicos y residuos
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