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ANALISIS DE MATERIAS PRIMAS Y EVALUACION DE PROCEDIMIENTOS DE
LimMPIEZA EN LA COMPARNIA ENLATADORA NACIONAL (CENSA)<>
RESUMEN

Cada dia observamos como las industrias ponen especia énfasis en e desarrollo de
politicas de calidad, reduccién en e uso de insumos y en la conservacion del medio

ambiente, preocupadas por asegurarles a sus consumidores un producto de gran calidad.

Las pruebas de este documento se en las instalaciones de |la Compafiia Enlatadora Nacional
(CENSA) y tuvo como objetivo determinar la eficiencia de los procedimientos utilizados en
la compafia para €l aseguramiento de la calidad, durante la elaboracion de atin enlatado, de
manera que se establezca control en: la recepcion de las materias primas, limpieza de las

areas y equipos de produccion.

Se utilizaron pruebas rpidas del tipo inmunocromaticas para evaluar la calidad de las
materias primas para determinar la ausencia o presencia de Salmonella spp y/o Listeriaspy
de inmunoensayos (ELISA) para determinar la concentracion de histamina. Ademas se
realizaron pruebas de omnipresencia de microorganismos en puntos importantes del
proceso de enlatado. Se encontrd que todas las pruebas inmunocrométicas fueron negativas
para los patdgenos antes mencionados y que en ninguna de las pruebas ELISA se encontro

una concentracion de histamina superior a5 ppm.

En las pruebas de omnipresencia de microorganismos se encontro que la gran mayoria de
los sitios muestreados tuvieron una carga bacteriana bastante alta saliéndose de los niveles
gue determinan a un sitio limpio. Finamente se determind que parte de los tanques
utilizados en el proceso presentan contaminacion por coliformes, constituyendo, un riesgo
potencial paralacalidad del producto y salud del consumidor.

Palabras Clave: Atun, Histamina, Omnipresencia de microorganismos, ELISA competitivo
directo, Placas inmunocrométicas, Andlisis sensorial.
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ANALISIS DE MATERIAS PRIMAS Y EVALUACION DE PROCEDIMIENTOS DE
LiMPIEZA EN LA COMPARNIA ENLATADORA NACIONAL (CENSA)

ABSTRACT

Every day we observed as the industries put special emphasis in the development of quality
policies, reduction in the use of supplies and the conservation of the enviroment, worried to
assure to its consumers a product to them great quality.

The tests of this document in the facilities of Compariia Enlatadora Nacional (CENSA) and
had like objective to determine the efficiency of the procedures used in the company for the
securing of the quality, during the processing of tinned tuna, so that control settles down in:

the reception of the raw materials, cleaning of the areas and equipment of production.

Fast tests of the type were used inmunochromatic to evaluate the quality of the raw
materials to determine the absence or presence of Salmonella spp and/or Listeria sp and
inmuno-sorbent assay (ELISA) to determine the histamine concentration. In addition tests
of omnipresence of microorganisms were made in important points of the canning process.

One was that all the inmunochromatics tests were negative for the pathogens before
mentioned and that in no of tests ELISA was a concentration of 5 histamina superior to

ppm.

In the tests of omnipresence of microorganisms one was that the great mgority of the
sampled sites had a bacterial load enough discharge leaving the levels that determine to a
clean site. Finaly one determined that it leaves from the tanks used in the process
present/display contamination by coliformes, constituting, a potential risk for the quality of

the product and health of the consumer.

Key Words: Tuna, Histamine, omnipresence of microorganisms, direct competitive
ELISA, inmunochromatics plates, sensorial analysis.
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INTRODUCCION

Cada dia vemos como las empresas pertenecientes a la industria alimenticia ponen especial

enfasis en e desarrollo de politicas de calidad y de reduccién en el uso de insumos asi
como en la conservacion del medio ambiente, terminando asi con aquellos tiempos en que
las empresas se regian segun los términos de la administracion Tayloriana, en donde se
proponia un desarrollo empresarial que anteponiala calidad ante la productividad.

Lee (1999) manifiesta que las empresas se han visto en la necesidad de “cambiar con €l
tiempo” pues la competencia por 1os mercados globales es més intensa 'y |os consumidores
buscan productos que no solo satisfagan sus necesidades, sino que también le den la certeza
de que reciben un alimento preparado en Optimas condiciones y bao procedimientos
estandar.

En este momento, es donde el término de Aseguramiento de la Calidad surge para que se
inicie un proceso de normalizacion que tendra como objetivo de controlar el producto,

desde las materias primas hasta su distribucion.

Es por eso que se hace necesario contar con protocolos orientados a comprobar que las
materias primas recibidas en la empresa no presentan organisSmaos patégenos 0 Compuestos
causantes de ateracion. Asimismo se deben de optimizar y normalizar eficientemente los
procedimientos de limpieza y desinfeccion de las areas y equipos involucrados en la

produccion.

Teniendo en cuenta lo anterior, la Compafia Enlatadora Naciona S.A ha buscado la
manera de realizar pruebas a las materias primas al ser recibidas en la compahia durante la
descarga. Ademas de elaborar un documento en donde se especifiquen los procedimientos

de limpiezay desinfeccion en la empresa.

El presente trabajo se orienta hacia la evaluacion de la eficiencia de los procedimientos de
limpieza desarrollados actuamente en la empresa. Asimismo se realizaron pruebas a las
materias primas para garantizar e cumplimiento de los pardmetros establecidos para
organismos patégenos como Salmonella sp, Listeria sp y demas componentes que causan
alteracion entre los que se destaca la histamina.
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MARCO TEORICO

El pescado como alimento, constituye una de las principales fuentes de proteinas de ata

calidad que requiere e hombre para su aimentacion. No solo proporciona una amplia
variedad de productos alimenticios para uso humano, sino que se utilizaen gran escalaen la
alimentacion animal, para la obtencion de productos de valor medicina y de otros
productos técnicos. (FERNANDEZ et al, 1991)

Las tribus de la familia Escombridae, entre las que se mencionan Thunnini, Sardini,
Escomberomorini y Escombrini, se destacan por ser muy importantes dentro de la industria
alimentaria, mas especificamente relacionadas con la elaboracion de productos enlatados.
De las tribus anteriormente mencionadas es la Thunnini la que se encuentra en la
vanguardia en lo que ha pescado procesado se refiere.  El attn, nombre comun con el que
se engloban varios géneros de la tribu Thunnini, es quizas e més representativo dentro de
laindustria alimentaria en la produccién de enlatados de pescado. (JOSEPH et al, 1993)

Este pescado es considerado un "némada del mar" por sus grandes migraciones a través del
ano y por su amplia distribucién por casi todos los mares del planeta, tanto en aguas
tropicales como templadas. Gracias a esta caracteristica de migrar por casi todo € planeta,
el atln se encuentra entre los aimentos de mayor consumo, pesca y elaboracion de
productos relacionados a nivel mundial. (LASSEN, 1989)

Los atunes son capturados por barcos atuneros, dichas capturas se llevan a cabo en cerca de
70 paises costeros e islas en e mundo. Sin embargo el 50% de las capturas se concentran en
dos paises: Japony USA. (JOSEPH et al, 1993)

Algunas de las especies principales del atin y su distribucion son las siguientes®:

e Bluefin (Thunnus thynnus var. macoyii): se distribuye principalmente en aguas
subtropicales y templadas del Pacifico norte. En el Pacifico oeste presentandote también
en el norte de Nueva Zelanda, en €l este de Australia.

M JOSEPH, J; KLAWE, W; MURPHY, P. 1993. Tuna and Billfish. Inter-american tropical TunaCommission. Lajolla, California. 46 p.
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Yellowfin (Thunnus albacares): se encuentra presente en aguas tropicales y
subtropicales de la India. Ademas puede ser encontrado tanto en el océano Pacifico

como en & Atlantico.

Skipjack o Barrilete (Katsuwonus pelamis): es un pescado de una amplia distribucién
y grandes migraciones. Su comportamiento es bastante cosmopolita en aguas calientes.

Unicamente se encuentra ausente en e mar Negro.

Bigeye (Thunnus obesus): se encuentra en aguas calientes de la Indiay en los océanos
Pacifico y Atléntico.

Albacora (Thunnus alalunga): se distribuye en aguas templadas, tropicales y
subtropicales de todos los océanos incluyendo e mar Mediterraneo. Este pez es el més
exquisito, sin embargo su captura en zonas tropicales es dificil debido a que no vigjaen
cardimenes muy grandes, viaja en pequefios grupos.

El pescado tras su muerte y durante su posterior almacenamiento pasa claramente por

cuatro fases de deterioro, independiente de la temperatura de refrigeracion a la que se
trabaje:

Pre-rigor, en la cua e pescado presenta unas caracteristicas sensoriales externas
maximas, destacando su textura firme y elastica. Comienzan los procesos autoliticos de
alteracion entre los que se pueden mencionar € cese de la circulacién y de la
respiracion aerébica. Ademas se observa excitabilidad muscular, contracciones
fibrilares, sarcomeros relgados. Actina y miosina se encuentran libres por lo que €
musculo es elastico. Setieneun pH cercanoa7. (REDVY, 2001)

Rigor mortis, durante la cual € pescado presenta el cuerpo totalmente rigido y duro; es
el megjor sintoma de frescura. Ladureza del pescado se debe a inicio de los procesos de
respiracion anaerdbica en los que e glucdgeno pasa a acido lactico. Contindan los
procesos autoliticos del deterioro a entrar en accion las catepsinas, enzimas enddgenas
del muasculo del pescado. Algunos sarcoOmeros empiezan a contraerse, se produce una

formacion irreversible de actomisina y € pH desciende aproximadamente a 6.

(REDVY, 2001)
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» Post-rigor, cuando la carne del pescado se halla flacida, ligeramente firme pero con
una clara pérdida de elasticidad. Aunque las caracteristicas externas no son las
adecuadas, €l pescado aln no presenta sensaciones desagradables (sobre todo de olor).
Comienza € deterioro bacteriano. Se da un proceso enzimético sobre los aminoéacidos
hasta llegar a sus productos finales de degradacion (Tabla 1).

» Alteracion. El deterioro bacteriano ya es evidente, presentando el pescado una carne
mas blanda y olor desagradable. Los sarcOmeros se desintegran y se da la ruptura del
colageno. ElI pH vuelve a ascender a 7. Las enzimas enddgenas (catepsinas,

proteinasas y colagenasas) terminan con |os procesos de descomposicion. (LEE, 1999)

Como se ha mencionado antes, los peces, una vez sacados del agua pasan a la rigidez
cadavérica o rigor mortis que obedece a una transformacion de origen enzimatico del
glucogeno, que pasa a acido lactico. Peces que sufren stress prolongado, durante la pesca de
arrastre, entran en rigidez rapidamente, 1o que influye directamente en e tiempo de
conservacion. Esto porgue la rigidez cadavérica opone -gracias a un descenso del pH y de
la contraccion de la musculatura del pescado- cierta resistencia a la proliferacion
bacteriana, por esta razén se deben de dirigir esfuerzos para que larigidez cadavéricalogre
prolongarse el mayor tiempo posible. (JAY, 1996)

Esta rigidez cadavérica se logra alargar y con ello se puede alcanzar un periodo mas
prolongado de conservacion, manipulando €l pescado de manera especia mediante las
siguientes actividades:

* Realizando €l sacrificio del pescado inmediatamente después de la captura.
» Reduciendo el tiempo de la pesca de arrastre (no mas de 2h)
* Practicando unarefrigeracion (inhibicion de la accion enzimatica).

Se ha determinado que una vez sacado del agua el atin se mantiene a una temperatura entre
los 16-22 °C, dando lugar a la aparicion del rigor mortis entre 1-1.5 horas y presenta una
duracion de 14-20 horas. (BURNS, 1994)
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Si e pescado se guarda en hielo, se retrasa de 1-3 horas la aparicion de la rigidez en
relacion con €l pescado depositado a aire. La desaparicion de la rigidez esta acompafiada
por un reblandamiento de la musculatura por accion enzimética. (FERNANDEZ et dl,
1991)

El atin recién capturado tiene una superficie brillante, iridiscente, € cuerpo esta cubierto
por una capa delgada, cas transparente y uniformemente extendida de mucosidad; los ojos
son brillantes y saltones, las pupilas negras y las corneas transparentes; las agallas son
claras y exentas de mucosidad. El olor del pescado fresco sin grasa se describe muy
frecuentemente como "olor a mar"; el pescado graso tiene un olor agradable parecido a la
margarina. Aunque su carne es blanca y flacida después de la captura, tan pronto como
aparece e rigor mortis se hace firme. (REDVY, 2001)

Asimismo hay que tener especia cuidado y observar claramente las caracteristicas
organol épticas que presenta el pescado antes de llevarlo a proceso, por |0 que se le debe de
poner especial atencion a momento en que e pescado empieza a cambiar de aspecto.
(GARCIA, 1992)

Las alteraciones en las caracteristicas del pescado recién capturado empiezan a ocurrir
hacia € final del rigor mortis si este no ha sido iniciado en un proceso que permita la
conservacion del pescado (RACCACH, 1989). Algunas de estas sefiales son:

» Lasuperficie pierde su brillo y olor claros y comienza a cubrirse de una mucosidad méas
espesa.

e Lamucosidad se espesay se enturbia, adquiere entonces un color amarillo o pardo.

e Los 0jos se hunden y encogen gradualmente, las pupilas se ponen turbias y lechosas y

las corneas se ponen opacas.

e Las agdlas a principio adquieren un color blanquecino y posteriormente un color

griséceo.
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» Lacarne se ablanda gradual mente hasta que se pueda arrancar con facilidad de la espina
dorsal. Al apretarla, exuda, un jugo y su brillo translGcido original cambia adquiriendo

un aspecto lechoso.

* A lo largo de la espina dorsal, una decoloracion pardo rojiza se va extendiendo en la
carne desde |0s vasos sanguineos.

Si la retencién contintia €l olor a pescado fresco cambia. Al principio es un olor dulzon,
después adquiere un olor similar al amoniaco, predominando € conocido "olor a pescado"”
y finalmente aparecen los olores ya conocidos de putrefaccion (Tabla 1). (FERNANDEZ et
al, 1991)

Tabla 1. Productos de degradacion final obtenidos durante la fase de post mortem en €l
pescado.

Sustrato Producto Final de Degradacion
Carbohidratos CO, + H,O
Oxido de trimetilamina (OTMA) TMA: Trimetilamina (olor a pescado)
Cisteina Acido Sulfhidrico (H,S)
Meticona Metil mercapto —Dimetil sulfihidrico
Histidina Histamina
Arginina Ornitina — putrefaccion
Urea Amoniaco (olor a orina)

Las bacterias siempre son responsables de la descomposicion, estas se encuentran en
grandes cantidades en el pescado especificamente viven en la mucosidad de la pid en las
branquiasy en el canal intestinal. (FERNANDEZ et a, 1991)

Después de la muerte de los pescados, los mecanismos reguladores que previenen la
invasion de los tgjidos por las bacterias, cesan de funcionar y en corto tiempo se pueden
apreciar microorganismos en algunos tejidos (FERNANDEZ, 1993). El tgjido muscular de
los peces sanos es estéril y su contaminacion se efectla una vez muertos desde las

branquias, del sistema vascular y directamente atravésde lapiel (Figural).
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Intestmo:

10%-10° UF Clg Gram Gram
Negativos Positivos

+  Psoudomonas +  Dlicrococous

v Flavobacfarium *  Bacillus

¢ Fibrio + Corymeformes

+  Enferobacteria v Clostridium
e

v Asromonas

v Acmefobactar

+ Cpfophage

e iy Plel:
10°-10°UF Clem’

Agallas:
10°-10'UF Clg

Figura 1. Distribucién de la flora bacteriana en el atGn. El namero total de 102 - 10" UFC/cm? se establece
como rango normal en la superficie de la piel. Las branquias e intestinos contienen entre 10% y 10° UFC/g. Nétese
como el musculo o carne, parte del atin de interés comercial se mantiene estéril, su contaminacion se debera a la
transferencia de microorganismos de los demas tejidos del atun. Al lado derecho se detallan algunos géneros de
bacterias encontrados en examenes microbioldgicos realizados a las diferentes estructuras del atun.

La accion bacteriana trae como consecuencia € desdoblamiento de las proteinas, una
alteracion del olor y e color producto de la difusion por los teidos del pescado de

sustancias producidas por |as bacterias.

El pudrimiento tiene gran importancia en la industria alimentaria, ya que e desarrollo de
este proceso en cualquier aimento lo hace no apto para el consumo y extraordinariamente
dafino para la industria. La putrefaccion es un complicado proceso bioquimico de
descomposicion de las sustancias proteicas bagjo la accidon de las enzimas proteoliticas de
los microorganismos putrefactivos hasta NHz; y CO, como principales productos.
(FERNANDEZ, 1993)

La putrefaccion puede ser aerdbica 0 anaerdbica. La putrefaccion aerdbica se realiza en
presencia de oxigeno libre del aire y es un proceso que se caracteriza por ser mucho méas
completa la descomposicion. Aqui no aparecen las sustancias intermedias tales como indol,
el estacol, acidos grasos y generalmente se obtienen al final del proceso H,0, Hz, NH,, No 'y
CO.. Entre los microorganismos que ocasionan este proceso esta el Bacillus subtilis y
Escherichia coli. (MADIGAN, et. al. 1998)
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La putrefaccion anaerdbica es la que se realiza en ausencia de oxigeno libre y se caracteriza
el proceso por una amplia produccion de sustancias intermedias, principalmente
malolientes y algunas toxicas, aunque siempre aparecen NH, y COs.

Entre los microorganismos que producen este proceso tenemos el Clostridium sporogenes y

Clostridium botulinum.

El pescado requiere, entonces, de un método que permita la conservacion de las
condiciones organol épticas, es por eso que se recurre ala refrigeracion y congelacion como
métodos para mantener el pescado en buen estado. (JAY, 1996)

Sin embargo, debe destacarse que muchos microorganismos no mueren ni a las
temperaturas mas bajas, utilizadas précticamente para la conservacion en frio, por lo que
comienzan a multiplicarse en cuanto los alimentos vuelven a alcanzar temperaturas
superiores. (RACCACH, 1989)

Esta caracteristica de las bacterias es de gran importancia ya que la totalidad de lainvasion
bacteriana se origina mediante contaminaciones secundarias que se producen durante la
manipulacion y transporte del pescado a bordo del barco atunero donde penetran grandes
cantidades de distintas especies bacterianas. (GARCIA, 1992)

Las bacterias presentes en e medio que circunda a los peces generalmente son gérmenes
psicrofilos de distintos géneros (Pseudomonas y Achromobacter) estos crecen mejor entre
14° a 20°C, pero pueden crecer lentamente en o sobre alimentos a temperaturas de
refrigeracion de 4°C. Debido a esta capacidad son llamadas psicro (frio) tréficos (que
crecen). Ninguna de estas bacterias, excepto C. botulinum tipo E, es de importancia en los
alimentos enlatados. (FERNANDEZ, 1989). Las bacterias psicrofilas existentes en el agua
son en su mayor parte bacilos gramnegativos moviles y de crecimiento aerobio asi como
algunos grampositivos y bacilos finos. (MADIGAN, et. al. 1998)



Refrigeracion y Congelacion

Se entiende por refrigeracion del pescado el proceso mediante €l cual la temperatura de este
organismo desciende hasta un punto inferior, proximo al de congelacion (variaentre 0.6y —
2 °C) (BURNS, 1994)

El enfriamiento se debe fundamentalmente a agua de fusiéon del hielo que fluye sobre la
superficie del pescado. La temperatura del agua de fusion se eleva ligeramente a medida
gue fluye sobre & pescado, pero si existe suficiente hielo entre el pescado el agua se enfria
y funde més hielo. Ademés € flujo de agua de fusion también produce un lavado por
arrastre del limo bacteriano, de los productos resultantes de la ateracion y de la sangre
remanente, contribuyendo asi a conservar e aspecto y olor del pescado. Por lo que es
importante asegurar que € agua de fusion drene libremente y evitar la inmersion del
pescado en agua sucia. (REDVY, 2001)

Existen diferentes formas o tipos de hielo que se gjustan a la posterior conservacion del
pescado. Algunos de | os tipos de hielo més importantes se citan a continuacién:®

» Troceado: tiene € inconveniente de que a fundirse dga espacios libres entre el

pescado por lo que el enfriamiento es més lento.
» Escamas: no produce estos espaci0s se pone una capa sobre otra.

* Germicidas: sevienen utilizando en algunos paises con €l fin de disminuir la poblacion

bacteriana utilizando é&cido borico y acético, € ozono, cloro, fenol y antibioticos.
» Hidoy sal: buscaun enfriamiento mas rgpido.

* Hidoy aire: se mantiene temperatura ideal de 2-3 °C lo que facilita la lenta difusion

del hielo y permite mantener el pescado en un ambiente himedo se conservamejor.

M FERNANDEZ, P.R.; GONZALEZ, R. 1991.Estudio y procesamiento de los peces. Ciudad de la Habana, Cuba. Editorial Puebloy

Educacién. 208 p.
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* Refrigeracion por inmersion en un medio liquido: este sistema enfria méas
rapidamente se puede conseguir una temperatura de 2-3 °C presenta el inconveniente de

que hay mayor penetracion de sal en los tejidos. No comprimen el pescado.

Por otra parte, La congelacion del pescado es el proceso durante € cua la temperatura
inicial del organismo desciende por debajo del punto de congelacion en todos sus puntos, la
finalidad de congelar el pescado, tanto fresco como procesado, consiste en obtener un
producto que pueda almacenarse por unos meses y gque luego de congelado haya cambiado
en absoluto a consecuencia del proceso, de forma que e pescado fresco debidamente
congelado, amacenado y descongelado es virtualmente indistinguible del pescado fresco
mantenido en hielo. El pescado a congelar debe tener un ato grado de frescura, debe de
congelarse antes de que se produzca €l rigor mortis 0 mientras transcurre este estado, €l
pescado no fresco posee una vida como aimento bastante limitada y se altera rgpidamente
cuando se congela 'y almacena en frio incluso al principio puede parecer comestible, en €l
momento que llegaa consumidor puede ser inaceptable. (LASSEN, 1989)

El agua del pescado se encuentra estructuralmente en los musculos de la carne de
mamiferos. Su alto contenido de sustancias nutritivas favorece e crecimiento de

microorganismos y en consecuencia, su deterioro. (FERNANDEZ, 1989)

En un musculo de pescado que se ha enfriado rapidamente desde 0 a -5 °C se forman
pequeiios cristales de hielo dentro de la estructura de las células filiformes microscopicas
de la carne. Y s la temperatura se mantiene dentro de la zona critica mucho tiempo se

forman cristales mucho més grandes alterandose la estructura del musculo. (LEE, 1999)

Cuando los peces estan en periodo de puesta, la grasa de los depositos de reserva se
moviliza, aumentando proporcionalmente en el musculo blanco fendmeno no desfavorable
en la conservacion frigorifica. La grasa es triglicérida (96 %) y son pobres en fosfolipidos.
(GARCIA, 1992)



Congelacion por salmuera: salmuera se mantiene en contacto directo con el pescado, solo
se usa una solucion de NaCl.

Lasal tiene propiedades bactericidas y bacteriostéticas, esta Ultima se refiere a que inhibe el
crecimiento y desarrollo de los microorganismos a tener la capacidad de extraer el agua
por difusion y ésmosis de las células fibrilares del musculo del pescado. La propiedad
bactericida se refiere ala capacidad de la sal de eliminar los microorganismos debido a que
disminuye la solubilidad del oxigeno en el agua eliminando la posibilidad del desarrollo de
bacterias aerobias, ademas de que produce la plasmdlisis de la célula bacteriana, a estar en
este estado los procesos de alimentacion no se producen por lo que la célula se ve

imposibilitada de realizar sus funciones normales.

Cambios Autoliticos Durante el Almacenamiento en Congelacion
Sin embargo a pesar de todos los esfuerzos que se hacen para conservar a maximo el

pescado y de limitar las reacciones que llevan a su deterioro durante el amacenamiento en
camaras de congelacion, la ateracion siempre se lleva a cabo. La reduccion del oxido de
trimetilamina (OTMA), un compuesto osmorregulatorio presente en atln se debe
usualmente a la accién bacteriana, sin embargo se ha comprobado que también presentan
unaenzimaen el tegjido muscular capaz de descomponer el OTMA en trimetilamina (TMA)
y formaldehido (FA). (REDVY, 2001)

El formaldehido induce el entrecruzamiento de las proteinas musculares ocasionando
endurecimiento del musculo y pérdida de su capacidad para enlazar agua. La enzima
responsable del endurecimiento inducido por € formaldehido es la OTMA-asa, 0 OTMA
trimetilasa. La mayoria de las enzimas OTMA trimetilasas reportadas hasta ahora estan
unidas a la membrana y se toman mas activas cuando € tejido de la membrana es roto por
lacongelacion. (REDVY, 2001)



El misculo oscuro (rojo) presenta una mayor tasa de actividad que el musculo blanco,
mientras otros tejidos como el rifidn, el bazo y la vesicula biliar son extremadamente ricos
delaenzima. Ademas, se ha demostrado que la cantidad de endurecimiento inducido por €l
formaldehido se intensifica por € abuso fisico durante la captura, antes de la congelacion, y
por las fluctuaciones de la temperatura durante el almacenamiento en congelacion. El
medio més préactico para prevenir la produccién autolitica de formaldehido es almacenando
el pescado atemperaturas <-30°C, afin de minimizar |as fluctuaciones de temperatura en €l
almacenamiento, y evitando la manipulacién tosca o la aplicacion de presion fisica sobre €l
pescado antes del congelamiento. (BERTULLO, 1990)

Existen numerosos cambios autoliticos que afectan la comestibilidad del pescado fresco y
congelado, siendo la desorganizacion fisica de las células musculares €l factor de mayor
influencia en la autdlisis, por lo que se han propuesto mecanismos que contribuyan en la

prevencion o inhibicidn de estos cambios. (Tabla 2)

t
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Tabla 2. Resumen de los cambios autoliticos en €l

Enzima (s) \ Sustrato

pescado enfriado.
Cambios encontrados

\ Prevencion/Inhibicion

Produccion de acido lactico,
disminucién del pH de los tejidos,
pérdida de la capacidad de enlazar
agua en el musculo.

Altas temperaturas durante el rigor
pueden ocasionar "desgajamiento”

El pescado debe pasar por la
etapa de rigor a temperaturas
lo més cercanas a O °C.

Debe evitarse el agotamiento
(estrés) pre-rigor

Pérdida del sabor a pescado fresco,
produccion gradual del sabor amargo
(estados finales)

Igual que el anterior
La manipulacién inadecuada
acelera la degradacion

Ablandamiento del tejido dificultando
o impidiendo su procesamiento

La manipulacién inadecuada el
almacenamiento y la descarga

Autdlisis de la cavidad visceral en
pelagicos (estallido de vientre)

El problema se agrava por
congelacidon/descongelacion y

el almacenamiento en frio
prolongado

Enzimas glucégeno
glucoliticas
Enzimas
autoliticas, ATP
(degradacion de ADP
nucleoétidos) AMP
Catepsinas proteinas,
péptidos
Quimotripsina,
tripsina proteinas,
carboxipeptidasas| péptidos
Calpaina proteinas

miofibrilares

Ablandamiento, ablandamiento
inducido por muda en crustaceos

¢remover del calcio para
prevenir la activacion?

Colagenasas
tejido
conectivo

"desgajamiento” de filetes
ablandamiento

La degradacion del tejido
conectivo

esta relacionada con el tiempo
y temperatura de
almacenamiento en
refrigeracion

OTMA trimetilasa OTMA

Endurecimiento inducido por
formaldehido

Temperatura de
almacenamiento del pescado
<30 °C

Abuso fisico y la
congelacion/descongelacion
aceleran el endurecimiento

Penetracion de Sal:

la penetraciéon de sal, ocurre como resultado de la diferencia de

sdinidad del atun (0.25% en pescado vivo) y la del agua de mar o del contenedor de
almacenamiento en el barco atunero dependiendo del método empleado. La absorcion de
sal se produce cuando e pescado estd metido en una solucion de mayor salinidad, sin
importar € estado de congelacién de la carne. La penetracion de sa aumenta
significativamente cuando: (1)se incrementa la temperatura, (2)se incrementa la salinidad
del contenedor de amacenamiento en e barco, (3) se disminuye la cantidad de agua
congelada en e pescado y (4) a producirse cualquier raspadura o corte en la piel del
pescado.
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La absorcién de sal es reducida draméticamente cuando €l tejido muscular esta congelado,
ya que € congelado reduce la cantidad de agua sin congelar en la carne y la sal no puede
diluirse rapidamente en € hielo. Lapiel del atin constituye una barreraen contradelasal ,

su rotura permite alasal entrar en la carne mucho més aprisa.

Envases
Los envases congtituyen un factor de gran importancia en la produccion de carnes

enlatadas, actuamente dichos envases son de hojalata con una capa de estafio depositada
electroliticamente. La hojaata, sea eectrolitica o de inmersion en agua caliente, debe
protegerse con barniz (LEE, 1999). Entre los factores que favorecen la corrosion de los

envases se deben citar 1os siguientes:

» El potencial de hidrogeno (pH) del producto ( nivel de acidez).
e Azufre en e producto enlatado.

» Presenciade sustancias capaces de fijar estafio.

* Almacenge a atas temperaturas.

» Presenciade oxigeno y de agentes oxidantes.

Cuando las latas se ven afectadas por oxidacion, sulfuracion o disolucion del estafio se
puede usar barniz para cubrir € dafio. Entre las caracteristicas que debe de poseer este

barniz para poder ser usado en la proteccion de las latas estan:

* Ser adherente.

* Elasticidad pararesistir |os esfuerzos mecanicos.

* Poseer buenaresistencia

* Debe resistir muy bien el contacto prolongado con los componentes.
* Sin sustancias toxicas.

* No debe dar sabor, ni color a producto.



La preservacion segura de los aimentos a ser enlatados depende del logro de tres
condiciones (GARCIA, 1992):

La aplicacion de calor a producto, separadamente o0 en € envase, al grado necesario para
garantizar la seguridad del consumidor y la esterilidad comercial del producto.

La utilizacion de un cierre del envase que evite € reingreso de microorganismos al
producto térmicamente procesado.

El uso de procedimientos de mangjo post-proceso que protgjan la integridad del envase
sellado y procesado.

La primera condicion se logra utilizando procesos térmicos que varian en severidad, desde
un tratamiento de calor leve que destruye solamente a aquellos organismos que tienen
resistenciabaja al calor, hastalos de la autoclave, capaces de matar todos |os organismos en

el producto.

Se han desarrollado procesos térmicos que evitan deterioro en el producto enlatado, si éste
es tratado y almacenado de acuerdo con las condiciones consideradas normales para cada

producto en particular.

El logro de la segunda condicion - sellado del envase — va a depender del cierre de lalata,
mientras que la tercera condicion, proteccion de la integridad del sello hermético del
envase, depende del manejo que reciben los envases durante las operaciones que lo trans-

portan haciay desde | os procedimientos de llenado, sellado y procesamiento

El objetivo primordia del tratamiento térmico de los alimentos en genera vy
especificamente del pescado, es asegurar la destruccion de los microorganismos Vivos
capaces de deteriorar o perjudicar la salud del consumidor. Es necesario para mantener las
cualidades organolépticas y nutritivas gjustar la intensidad y duracién del tratamiento

térmico.
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Desde € punto de vista tedrico € tratamiento térmico empleado para |os productos marinos
es suficiente para destruir todos |os microorgani smos excepto los termdfilos, de manera que
probablemente también sobrevivan algunas especies aerobias esporuladas mesdfilas. Sin
embargo en condiciones normales de amacenamiento los microorganismos esporulados
que sobreviven a un tratamiento comercial adecuado son incapaces de desarrollarse lo cual
nos lleva a término de esterilidad comercial paraindicar la condicion bacterioldgica de los
alimentos enlatados no estériles pero en condiciones de venta por lo que los productos
enlatados comerciales estériles pueden definirse como alimentos que han sido tratados de
modo tal que, bajo condiciones habituales de almacenamiento, no se ateran ni presentan
peligro alguno para la saud de consumidor. Esta definicion representa la norma
bacteriol6gica minima desde el punto de vista de salud publica y requiere para todos los
productos enlatados marinos un tratamiento térmico capaz de destruir las esporas de
Clostridium botulinum. Sus esporas sobreviven aln cuando son calentadas en una
suspension de aceite. Ya que la aniquilacion de bacterias y esporas en un ambiente grasoso
se asemga a condiciones de esterilizacion con calor seco que requiere mayores
temperaturas y un tiempo mas prolongado. (FERNANDEZ et al, 1991)

Los productos enlatados tales como trozos en aceite o tomate se calientan por medio de
conveccion lenta de manera que es muy importante la proporcion solido-liquido, o sea,
pescado caldo. En general se esta practicando en estos casos llenar las latas con un 70% de
carne y un 30% de caldo; esto asegura una conveccion satisfactoria del calor en las latas.
Conveccion significa la transferencia a través de un cuerpo de sustancias calentadas.
(FERNANDEZ, 1993)

La penetracion del calor en los envases esta sujeta a la influencia que se gjerce sobre los
siguientes dos elementos: relacién producto-envase y tratamiento térmico.

La relacion producto-envase esta determinada por los siguientes factores: Influencia del
volumen y forma del envase, influencia de la materia componente del envase e influencia

de laconsistenciadel producto enlatado.

Por su parte € tratamiento térmico estd determinado por: la temperatura inicia del

producto y autoclave y por los sistemas de calentamiento y temperatura del autoclave.
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A continuacién se detallaran cada uno de los anteriores elementos que gjercen influencia en
la penetracion de calor:

Envase Y Producto®

Influencia volumen y forma envase: la distancia del centro a la superficie del recipiente
aumenta a medida que aumentan las dimensiones de este, de modo que e volumen del
envase influye en € tiempo para acanzar la temperatura necesaria de esterilizacion. En
latas de igual volumen pero de diferentes formas requieren de distintos tiempos para la
penetracion del calor hasta e centro, porque varia la relacion entre la superficie
transmitente y el volumen. El calor penetra més intensamente desde las superficies planas
del envase, de manera que para las latas cilindricas la mayor penetracion de calor se
concentrara en los dos fondos de la lata.

Influencia de la materia componente del envase: es légico que € calor debe de calentar
el recipiente antes de penetrar en € interior, por o tanto € tiempo necesario depende de la
materia de la que estd compuesto este y de su espesor. Por esta razén se buscan materias'y
limites 6ptimos de espesor o que facilita en mayor escala €l calentamiento del producto
enlatado.

Influencia de la consistencia del producto: la penetracion es tanto més lenta cuando mas
denso es & producto. Los productos enlatados puede decirse con certeza que pertenecen al

grupo de los densos.

Tratamiento Térmico

Influencia de la temperatura inicial del producto y de la autoclave: un producto
enlatado esta afectado por € desnivel de temperatura entre €l envase y e autoclave, las
latas sumergidas més calientes alcanzan una temperatura mas proxima ala del autoclave en
un tiempo mas corto y por ello permanecen a una temperatura més elevada durante mayor

tiempo. De manera que existe la préctica de llenar las latas de algun producto en caliente.

M GARCIA, H. 1992. Principios de Procesamiento Térmico. Ciudad de la Habana, Cuba. Editorial Pueblo y

Educacion. 326 p.
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Sistemas de calentamiento y temperatura del autoclave: La agitacion de las latas
durante € tratamiento térmico aumenta considerablemente la velocidad de penetracion del
calor en los contenidos liquidos, ya que se trasladan las porciones calientes a las regiones
mas frias del envase por lo que se emplean autoclaves rotativas. Para comprobar la

eficienciade la esterilizacion se utiliza
* inoculaciény prueba
* métodos clasicos de integracion matemética
» gréficadelasvelocidades letales en el punto frio.

El método que se utiliza con mayor frecuencia es e de inoculacion y prueba. Para
efectuarlo se inocula el alimento enlatado, con las esporas de un organismo representativo
de los gérmenes productores de ateracion més termorresistentes y que lo contaminan més

frecuentemente.

El problema que presenta la utilizacion de este método es la determinacién del nimero de
esporas 0 gérmenes que deben afiadirse a las latas. Ademas debe de considerarse el punto
de inoculacion ya que este varia de acuerdo al tipo de calentamiento, que se presente.

Alteraciones en el Producto Enlatado
El indicador méas obvio de deterioro en alimentos enlatados es la combadura de uno o

ambos extremos de la lata. Esto implica que € aimento posiblemente ha sufrido deterioro
por parte de bacterias formadoras de gas. Los enlatadores de alimentos advierten a los
consumidores a no utilizar ninguna lata que tenga uno o ambos extremos combados, a pesar
de que la hinchazon puede deberse a otras causas que no son de origen microbiol dgico.
(GARCIA, 1992)

La apariencia'y € olor del contenido de una lata también pueden indicar deterioro. Si el
producto esta partido y baboso, 0 s una salmuera o jarabe normamente claros se ven

turbios, podemos sospechar que hay deterioro.
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Una vez que €l producto haya sido enlatado se corre € riesgo de que exista contaminacion
debido a factores como: problemas en los cierres, deficiencia en la esterilizacion y
formacion de compuestos gaseosos por reacciones quimicas dentro de la lata A
continuacién se describen algunos de estos casos mediante situaci ones especificas.

Las ateraciones pueden ser debido a la actividad microbiana, las reacciones quimicas entre
el envasey @ contenido, las deficiencias técnicas en el modelo de esterilizacion empleado y

condiciones inapropiadas de almacenamiento.

Los fondos de una lata normal con vacio bien efectuado, son ligeramente concavos o
planos. Una lata con fondos abultados, a causa de una presion interna causada por 10s gases
formados como consecuencia de la actividad quimica o microbiana se denomina, lata
hinchada o abombada. (RACCACH, 1989)

Hinchazon dura: es aguella lata abombada en ambos extremos y que resiste la presion de
los dedos cuando es presionada hacia €l interior al intentar restablecer la posicion normal..
Normalmente un abombamiento duro se doblara antes de que la lata explote. Puede ocurrir
roturaanivel del doble sello sobre la costura lateral o a mitad de esta.

Hinchazon suave: Una lata convexa en ambos extremos pero no lo suficiente como para
impedir que ambas caras sean empujadas con la presiéon de los pulgares. Puede ser forzado

hacia el interior pero nunca recuperara su posicion normal.

Plana: lata con ambos extremos cOncavos y que permanece con esas caracteristicas aln

cuando se deje caer bruscamente sobre una superficie plana.

Elastica: lata con un extremo permanentemente convexo. Si se aplica suficiente presion a

este extremo, se tornaré concavo, pero la otra cara se abombara.

Salton: lata que posee uno de los fondos hinchados, pero capaz de volver a su posicion

normal a presionarla con los dedos.

Lanzado: lata de aspecto normal que uno de sus fondos sale al exterior en cuanto se golpea

contra cualquier objeto solido, recuperando su posicion normal al aplicarle presion.
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De acuerdo a su origen las ateraciones de los productos enlatados pueden clasificarse de la

siguiente manera:

<~ Bioldgicas o microbianas como resultado de:

» Tratamiento térmico insuficiente.

» Contaminacion del contenido de las latas a través de fugas.
» Alteracion del contenido antes de ser enlatada o esterilizada.

< Alteracion quimica: ocasionada principa mente por formacion de gases o precipitados

producto de reacciones quimicas.
*  Abombamiento por hidrogeno.
» Formacion de precipitados por formacién de acido sulfihidrico.

< Alteracion fisica: manifestada por cambios evidentes, tanto en el exterior como en €l

interior, en laestructura origina de lalata.
» Técnicaincorrectadel mango del autoclave.
* Vacioinsuficiente.
* Llenado excesivo.

» Corrosion internay externade las latas.



<~ Alteraciones Bioldgicas o Microbianas

Tratamiento térmico insuficiente:  El término procesamiento térmico inadecuado se ex-
plica por si solo. Los procesos térmicos dados a los alimentos enlatados estan destinados a
destruir cualquier microorganismo de importancia desde € punto de vista de salud publica,
asi como también a microorganismos que no son importantes desde e punto de vista de
salud publica. Si el proceso térmico es inadecuado para destruir a Clostridium botulinum
el cua es un organismo mesdfilo, la situacion creada es sumamente peligrosa, ya que la
salud del consumidor puede verse afectada. (GARCIA, 1992)

Cuando un producto es poco é&cido (pH > 4.6, como es € caso del atun enlatado) requiere
que €l tratamiento térmico sea efectivo ya que en esas condiciones de pH las esporas
anicamente pueden ser eliminadas mediante alta temperatura.

Un proceso térmico puede ser inadecuado cuando se producen condiciones como las

siguientes:

S € tiempo y la temperatura especificados en €l proceso térmico programado para el
producto en cuestion en el tamafio de envase en particular, 0 su equivalente, no se usao

no se establ ece correctamente.

* S e proceso térmico programado no se aplica correctamente debido a alguna falla
mecanica o0 del personal a cargo de la operacion. Esto trae como consecuencia una
variada sobrevivencia de microorganismos, los que durante su desarrollo producen
gases, o gque determina la aparicion de latas hinchadas. Otras veces € contenido
experimenta una acidificacion u otras modificaciones indeseables que afectan la calidad

pero que no producen gases.

Como primer paso en la investigacion de este tipo de alteracion es la identificacion del
microorganismo responsable de la alteracion, que seguramente sera un esporulado de
manera que lo mas importante es averiguar € origen de la contaminacion teniéndose que
investigar todas las materias primas, maquinas y equipos en uso. Se debe de considerar la
disposicion de las latas dentro del autoclave ya que esta puede retardar las corrientes de

conveccion, latas apretadas impiden € libre acceso del vapor o agua caliente a todas sus
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Contaminacion a través de fugas de los cierres. La mayoria de los envases de alimentos
elaborados se sellan en una forma que produce un vacio. Esto crea una condicién por medio
de la cual cualquier sello que no fuese seguro, podria dar lugar a una succién o inspiracion
de aire, agua u otro material. El resultado probable de esta succion seria e deterioro del
producto debido ala entrada de bacterias en €l material absorbido. (RACCACH, 1989)

Este tipo de contaminacidn es la mas importante en la practica'y se conoce generalmente
como infiltracion y se manifiesta rapidamente en forma de latas infladas. Si hay muchas
latas infladas, es de esperarse que también haya un porcentge bajo de latas dafiadas no
infladas (agriado plano) a causa de organismos productores de esporas, |os cuales producen
acido y agrian el alimento sin producir gas, manteniéndose los extremos de la lata planos.
Este tipo de bacterias son un problema principamente econdmico, por lo que latas

aparentemente normal es deben examinarse cuidadosamente.

Los microorganismos que infectan e producto enlatado, como resultado de las fugas de los
recipientes después del proceso, son de muy diversos tipos entre ellos estan cocos y bacilos
esporulados y no esporulados; estos Ultimos son los que se encuentran con mayor

frecuenciaa hacer exdmenes microscopicos.

La contaminacién en latas alteradas por fisuras se produce, en mayor medida durante €
enfriamiento en agua. Durante € enfriamiento se origina cierto grado de vacio en la lata
como consecuencia de la condensaciéon del vapor de agua y la concentracion del aire
residual. La apertura de las fugas puede tener lugar en el momento en que la lata cambia de
forma como consecuencia del hundimiento de sus tapas que cambian de forma convexa a
concava a contacto con el agua de enfriar los productos. Por |o tanto el agua que se usa en
el enfriamiento dentro de los autoclaves debe de ser clorada, ademés se debe de ser

riguroso en € cierre de las latas durante la produccion.

Alteracion del producto anterior al tratamiento térmico: estas se producen cuando se
retiene por demasiado tiempo entre la operacion de llenado y sellado y del tratamiento
térmico por otro. Por lo que se recomienda que los productos enlatados no deben de
demorar su esterilizacién més de 30 minutos, después de ser sellados.
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< Alteracion Quimica

Abombamiento quimico: ocurre como resultado de la formacion de hidrégeno a causa de
la corrosion interna del envase bajo la accion del contenido.

Tales ateraciones suceden frecuentemente en los productos de alta acidez en este caso
cuando existen algunas imperfecciones en la cobertura, e estafio y e hierro entran en
contacto con los &cidos organicos. El hidrogeno gaseoso se desprende cuando es
desplazado por la accion del acido sobre el metal. La acumulacion de este gas a veces
aumenta la presion interna de la lata observandose una hinchazon. En la produccion de

pescado esta se observa con muy poca frecuencia. (BERTULLO, 1990)

Formacion de precipitados: puede ocurrir que €l estaiio se disuelva, lo que sucede
especialmente en presencia de acidos débiles como acidos grasos libres. Entonces €l estario
permanece en disolucién o se precipita en forma de capa blanquecina que representa €l
&cido metaestatico.

De més trascendencia es € ataque de compuestos de azufre sobre €l hierro de las paredes de
los envases, |0 que se produce es una disolucion del hierro sulfhidrico (FeS) de coloracion
negra que se precipita depositdndose en cantidad considerable sobre los alimentos.

<> Alteraciones fisicas

Empleo incorrecto del autoclave: una sefial caracteristica de las latas que han sufrido
presiones anormales durante la esterilizacion son las deformaciones permanentes en los
fondos o de sus anillos. Estas latas se eliminan porgue tales tensiones y deformaciones dan
como resultado la aparicion frecuente de fisuras o huecos en e cierre. Asimismo por €l
empleo de una plancha de hojalata incapaz soportar la presion que se produce durante la
esterilizacion. (GARCIA, 1992)

Otras veces se aprecia un abombamiento del fondo unilateral ligero, este Ultimo vuelve a su
posicion normal a presionarlo con e pulgar. Esta es causada por una evacuacion
incompleta del aire en e producto. Latas ailmacenadas a temperaturas ambientales altas
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Un llenado excesivo puede causar deformacion durante el proceso de esterilizacion, en la
autoclave, por expansion de su contenido.

Vacio insuficiente: ocurre por pérdida de vacio que llega a conducir presiones internas
excesivas en las | atas en la autoclave, esto deformalos sellos|o que aumenta el potencial de
deterioro por infiltracion.

Corrosion exterior de las latas: la presencia de humedad excesiva sobre la superficie de
las latas provoca la formacion de herrumbre. Los productos marinos enlatados se enfrian
por término medio a 45°C pues a esta temperatura las latas mantienen suficiente calor para
que puedan secarse répidamente. Las latas recién tratadas deben de amacenarse en grupos

relativamente pequefios y en almacenes frescos y bien ventilados.

Si la temperatura de enfriamiento se reduce a menos de los 45 °C recomendados puede no
haber el suficiente calor para vaporizar la humedad sobre las latas por 10 que estas se

almacenaran himedas en los al macenes.

Corrosion interna de los envases: en determinadas condiciones tanto € hierro como
estafio pueden llegar a disolverse o desprenderse, generandose problemas debido a la
capacidad que tienen ambos elementos para reaccionar con otros productos existentes en
los aimentos formandose asi sulfuro de estafio (coloreado) por la accién conjunta del

estafio de las latas, del aguay de la solucién de sal comuan con € SHo.

Factores que Alteran la Calidad de los Enlatados
<> Contaminacién por Clostridium botulinum

Este es el microorganismo causante de deterioro en enlatados més peligroso, pues cuando
crece puede producir una enterotoxina letal ya que llega a causar unarelgjacion irreversible
y una pardisis flacida de los musculos. Como se observa en la figura 2 la toxicidad se
produce cuando la toxina botulinica se fija en las membranas de una union neuromuscular,
bloqueando la transferencia de acetilcolina. Este blogqueo interfiere con la transmision del
impulso nervioso a musculo ocasionando una pardisis flacida como resultado de la

inhibicion de la contraccion muscular.
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El C. botulinum es un microorganismo mesofilico capaz de crecer en ausencia de aire u
oxigeno y que es formador de esporas, habilidad que le permite sobrevivir en una gran
cantidad de ambientes desfavorables, tales como calor y ambientes quimicos. Crece mejor

atemperaturas entre 30 y 37 °C, aunque es capaz de crecer a4 °C.

Hay varios tipos de C. botulinum que se distinguen por la naturaleza de la toxina que
producen, estos tipos son: A, B, C, D, E, Fy G. Lostipos E y F son los que se asocian con
ambientes marinos y presentan la caracteristica de que son los que resisten las temperaturas
mas bajas (4 °C) por lo que e amacenamiento a temperaturas de refrigeracion no
garantiza, en ninguna medida, la inocuidad de un aimento frente a la bacteria. Asimismo
la célula vegetativa se destruye al someterse atemperaturas superiores alos 50 °C, mientras
gue las esporas no tolerardn temperaturas superiores a la que se tiene con la ebullicion del
agua (100 °C). Ademés se ha determinado que la toxina del tipo E se desnaturalizaa 80 °C

durante 10 minutos.

Sefial de contraccion procedente del
Sistema Nervioso Central

Musculares
Latoxina botulinica(- ) bloquea la
liberacion de A, inhibiendo la
contraccion

La acetil colina (A) induce Ila
contraccion delas fibras musculares

Figura 2. Efecto dela neurotoxina producida por Clostridium botulinum La toxina botulinica causa
unarelajacion irreversibley una paralisis en los musculos afectados.

@35



Ya que las esporas de C. botulinum se encuentran en cualquier parte, cualquier aimento
crudo puede estar contaminado con ella, de manera que una vez que seinicia € proceso de
enlatado se debe de tener especial cuidado en llevar € producto a condiciones de calor
elevado para poder tener la certeza de que se destruyd a este microorganismo. Hay que
mencionar que la neurotoxina Unicamente se desarrolla en € aimento cuando €
microorganismo se encuentra en su forma vegetativa bajo condiciones andxicas y poco

acidas.

Un factor de seguridad que permite reducir €l riesgo de crecimiento vegetativo o
germinacion de las esporas de C. botulinum es la adicion de sal, que permite inhibir €
crecimiento de las bacterias formadoras de esporas, contribuyendo a reducir el deterioro del
alimento.

La sal llega a competir contra las esporas por e agua disponible, de manera que se logra
bajar el Ay (Actividad del agua, medida en moléculas de agua libres para ser usadas por las
soluciones disueltas) que requieren las esporas de C. botulinum ( Aw = 0.95) hasta un Ay,
de 0.85 de manera que se requerira Unicamente de un tratamiento térmico eficiente para
reducir a maximo las posibilidades de que las esporas de C. botulinum germinen a células

vegetativas.

<- Contaminacion por Histamina

Si bien la intoxicacién histaminica afecta a diferentes alimentos, es mucho mas frecuente
en el pescado especificamente en aquellos del orden de los escombroides a cual pertenece
el atin. Se han identificado las dos causas principales de su presentacion son: la
manipulacion antihigiénica del pescado y la conservacion a temperaturas inadecuadas.
(RODRIGUEZ, 2000)

Para el pescado existe una normativa especifica que fija los limites entre 100 y 200 ppm

(mg de histamina/ Kg de pescado).
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Como se habia mencionado antes la intoxicacion histaminica més frecuente se asocia al
consumo de pescado porgque los microorganismos responsables de su formacién actlian
cuando la temperatura del pescado es superior a 15°C. Y s la temperatura es superior a
20°C la velocidad de formacion se incrementa considerablemente. (BIOPSICOLOGIA.
2002)

La formacién de histamina se debe a la accién de microorganismos presentes en el muasculo
del pescado. Estos microorganismos normalmente son enterobacterias, que se encuentran
en el intestino de personas 0 animales. (REDVY, 2001)

Al entrar €l pescado a la fase post-mortem e musculo del pescado se empieza a aterar
provocando la liberacion de un aminoécido, la histidina. Este aminoacido es utilizado por
los microorganismos del pescado, anteriormente descritos, dando lugar a una acumulacién
de histamina en & mismo. (RODRIGUEZ, 2000)

Se conoce que cuando esta concentracion rebasa los 500 ppm aparecen sintomas de
intoxicacion en personas sensibles, mientras que si la concentracion llega a superar 1000
ppm, laintoxicacién es practicamente segura en cualquier consumidor.

La presencia de histamina en e producto final es un factor a que las industrias deben de
estar preparadas, ya que se ha determinado que la histamina logra soportar el proceso de
esterilizacion. Ante esta situacion lo que se debe de hacer es redlizar pruebas a las materias
primas de manera que se utilice una estrategia de prevencion para € aumento de la

concentracion de histamina en el producto terminado. (LEE, 1999)

El andlisis de concentracion de histamina a las materias primas se puede realizar mediante
técnicas de tipo inmunologico y enzimético que permiten realizar el analisis con gran
confiabilidad y a bajo costo, permitiendo que se puedan hacer muestreos constantes del
producto terminado y de la materia prima en a macenamiento.



< Rancidez

El contenido de grasa del pescado fresco va desde 1 a 22% en algunas especies y
particularmente las especies pelégicas. La grasa del pescado es bastante fluida y tiende a
depositarse en depdsitos definidos, principalmente debajo de la piel. El aceite de pescado es
insaturado y reacciona rapidamente con el oxigeno de laatmésfera el cual resultaen un olor
de rancidez desagradable. La velocidad de reaccion es reducida cuando se disminuye la
temperatura, pero la reaccion puede ocurrir ain en el estado congelado. Esta es catalizada
por las enzimas del sistema dentro del pescado y trazas de hierro o cobre actian como pro-
oxidantes. La reaccion o € inicio de la oxidacion o rancidez puede ser promovido por la

luz.

<> Formacion de trimetilamina (TMA)

La TMA esformada en pescado de mar y provoca gque estos se degraden como resultado de
la reduccion bacterial del oxido de trimetilamina (OTMA). La reaccion envuelve la
oxidacion simultanea del &cido lactico o acido acético y dioxido de carbono.
(BIOPSICOLOGIA. 2002)

Esta reaccion depende del pH. Vivos o cercanamente muertos los pescados son alcalinos,
pero después de la muerte hay una rgpida caida del pH cuando e glucogeno se rompe
produciendo acido lactico. En el pescado fresco agunos de sus constituyentes
(particularmente OTMA) se comportan como buffers fuertes. Cercano a rigor mortis €
OTMA es reducido por las bacterias a TMA, el cua no es un buffer a este pH, por lo tanto
el pH cae lentamente. Eventualmente, al terminar €l rigor mortis el acido lactico desaparece
y mas material acalino (incluyendo amonio) es producido y € pH alcanzaun valor de 8 0

mas en el pescado en estado de putrefaccion.



Etapas del Proceso de Enlatado
Algunas de las etapas més importantes del proceso de enlatado son:

< Recepcion de materias primas. se efectlan para mantener las buenas condiciones del
pescado antes de llevarlo a proceso. Se redizan anadisis microbiologicos y fisico-
quimicos para comprobar que los procedimientos de captura'y almacenamiento del atun
en frio, mantuvieran intactas las condiciones naturales del atin. Dichos andisis
constituyen el punto de control mas importante, ya que de su resultado depende la

aprobacion para el almacenamiento de las materias primas en la compariia

< Descongelacion: flujo de agua potable continuo durante aproximadamente 12 horas,
para lograr bajar la temperatura de congelacion hasta una temperatura cercana a los

2°C, quefacilite el corte del atun durante el eviscerado.

< Corteen lomosy Eviscerado: facilita manipulacion paralacoccion, se deja el pescado
de un tamafio manejable mediante cortes transversales, ademas se libra a pescado de

las visceras y otros tejidos que no son utilizados en el proceso.

< Coccion: para lograr una consistencia que facilite manipulacion la temperatura sera de
102-104°C por 25 minutos.

< Enfriamiento: porciones deben de estar a 40-50°C para continuar con el proceso.
< Limpieza: consiste en eliminar piel, cola, cabeza, |as espinas, y partes oscuras.

< Envasado latas. consiste en llenar los envases con e producto natural (pescado
procesado) de manera correcta y uniforme segin los pesos que se hayan

predeterminado.

En este punto es esencial que se tomen medidas de precaucion para evitar gque se queden

algunas particul as de producto entre el borde del envase y la tapa colocada sobre el envase.

Una particula del producto, atrapada en el cierre, no solo puede causar deformacion del
sello, sino que puede constituirse en un puente que permita la infiltracion de

microorganismos dentro del envase.
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Dosificacion de sal y liquidos de cobertura: se tiene como objetivo lograr una
concentracion de cloruro de sodio en € producto envasado uniforme, ademés se afiaden
los liquidos de cobertura con €l fin de megjorar el sabor. La dosificacion se debe realizar
a una temperatura de 80 -85°C para que se tenga un vacio correcto y una fécil

penetracion dentro de lalata.

Sellado: se realiza para comprobar € cierre hermético de la lata y para evitar la
descomposicion del producto. Las latas se lavan para desprender grasa u otra suciedad

en el exterior del envase.

Esterilizacion: se realiza con el objetivo de evitar la putrefaccion del producto y

destruir microorganismos patégenos.

Etiquetado: con esta operacion se logra la correcta identificacion del producto
enlatado, en la etiqueta se deben de sefidar todas | as propiedades del producto asi como

SUS componentes.

Almacenamiento: tiene como objetivo mantener el producto terminado en las mejores
condiciones, para proteger su calidad. El producto se amacenara en lugares secos, bien
ventilados, bgo techo y con estibas adecuadas. Se debe evitar que la temperatura

sobrepase los 30°C.

Distribucion: se realiza para conducir € producto terminado hacia los diferentes

t

lugares para su venta.
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OBJETIVOS

Objetivo General
Determinar la eficiencia de los procedimientos utilizados en CENSA para €l aseguramiento

preventivo de la calidad durante la elaboracion de atun enlatado, con €l fin de controlar la
recepcion de las materias primas, asi como, la limpieza de las areas y equipos de

produccion.

Objetivos Especificos

e Evauar la materia prima (atunes enteros) durante el proceso de descarga, en sus
caracteristicas organolépticas distinguiendo contaminaciones con combustibles y

amoniaco.

e Redizar pruebas tanto a materia prima cruda como a la cocida para determinar la

presencia presuntiva de bacterias patdgenas Salmonella spp y Listeria sp.

» Determinar la concentracion de histamina en la materia prima que llega a la compariia
durante la descarga, con €l fin de permitir o rechazar su amacenamiento en la camara
dispuesta paratal fin.

» Cuantificar la concentracion de sal en los tejidos del atun proveniente del barco durante

larecepcion de lamateria prima.

» Verificar que los procedimientos de limpieza y desinfeccion de equipos sean eficientes
mediante pruebas de omnipresencia de microorganismos, con € fin de determinar
posibles puntos de control y de riesgo por contaminacidn microbiol 6gica.
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MATERIALES Y METODOS

Las pruebas y andlisis realizados evaluaron algunas de las principales etapas involucradas
en la elaboracion del atun enlatado. Su ubicacion dentro del diagrama de flujo del proceso

se detalan en @ anexo 1.

Las etapas del proceso evaluadas fueron: a) la recepcién de las materias primas,
b)descongelado, ¢) limpieza del atun, d)llenado y €)sellado. A continuacion se especifican

las pruebas y andlisis gjecutados en la Compania Enlatadora Nacional S.A.

Prueba de Histamina
Con esta prueba se evalud ala principal materia prima de la compafiia (atln) en las etapas
de recepcidn de materias primas (atunes enteros congelados) y llenado de latas (atlin cocido

y limpio).

Se utiliz6 un kit de la Corporaciéon NEOGEN denominado test Veratox™ para Histamina,
este es un test ELISA (del inglés enzyme-linked inmuno-sorbent assay) competitivo directo,
pues contiene pozos recubiertos con anticuerpos especificos para la histamina en una placa
de microtitulacion, sitios por los cuales compiten la histamina libre de una muestra blanco y
un compuesto especifico del test (conjugado) formado por una enzima ligada quimicamente
ala histamina presente en el conjugado. El test posee un limite minimo de detencion de 2
ppm, con un rango de cuantificacion de 2,5 ppm a 50 ppm.

Se redizaron tres pruebas para determinar la presencia histamina en la carne del atun, una
cada vez que hubo descargue de materia prima (atunes enteros) dentro de la Compafia
Enlatadora Nacional (CENSA), esto ocurrié los dias 30 de enero, 19 de febreroy 24 de
abril del afo 2002.

Asimismo se realizd una prueba comparativa €l dia 22 de mayo del mismo afio, entre la
materia prima almacenada en la camara de almacenamiento y que se encontraba en €

proceso de descongelacion y una muestra de atiin ya procesado (cocido y limpio).
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Para las pruebas redizadas durante € tiempo de descargue se tomaron seis muestras del
atun entero que estaba entrando a CENSA proveniente del barco atunero. Estas muestras se
obtuvieron a cortar transversalmente e atun por debajo de la aleta pectoral teniéndose
piezas de al menos 4 cm?. Se tuvo especial cuidado en seleccionar al menos una muestra de
cada uno de los contenedores de almacenamiento dispuestos en € barco para la materia

prima destinada a la compafiia.

Para |a prueba comparativa se realiz6 un muestreo de tres atunes enteros que habian estado
almacenados aproximadamente un mes en las camaras de almacenamiento y que tenian
cuatro horas de estar en las pilas de descongelacion; estos muestreos tuvieron las mismas
caracteristicas que los muestreos descritos anteriormente en e tamafio, forma y lugar de
muestreo. También se realizaron tres muestreos de attin disponible para ser enlatado por 1o

gue se tomaron trozos de lomo limpio.

Una vez que se obtuvieron las muestras en € area de recepcion de materias primas, pilas de
descongelacion y sala de limpieza de atin; se procedi6 allevarlas al |aboratorio en donde se

pesaron 10 gramos de cada una de las muestras seleccionadas.

Posteriormente se colocaron los diez gramos en una bolsa a la que se le agregé 90 ml de
agua destilada y se frotd con los dedos la muestra durante 20 segundos, de manera que se
pudiera ir disgregando la muestra en el agua y luego se dgjé reposando durando cinco

minutos. Este procedimiento se repitié dos veces.

Finalmente se volvié a masajear la muestra por 20 segundos mas dejandola reposar durante
30 segundos. Concluido este tiempo la mezcla se dej6 filtrar através de un filtro para café
durante tres minutos, de manera que se conservara € filtrado descartdndose los sdlidos
presentes en lamezcla

En el caso dd atln ya cocinado y limpio, se colocaron los 10 gramos de la muestra junto a
los 90 ml de agua destilada y se licuaron durante dos minutos; este licuado se filtré de la

misma manera que las muestras anteriores.
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Posteriormente se prepard una mezcla diluida (1/100) de la muestra filtrada al tomarse 100

pl del filtrado de cada muestra con una micropipeta con puntaestéril paracadaunay

vaciarla sobre un tubo de ensayo en donde previamente se habian agregado 10 ml del
Diluyente Buffer del test con una pipeta estéril. La preparacion de este diluyente buffer se
realizo antes de iniciar la prueba, a disolver el contenido del sobre con €l buffer en un litro

de agua destiladay agitar hasta tener una mezcla homogénea e incolora.

Seguidamente se tomé la placa de microtitulacion marcada de color rojo en el fondo y se
procedi6 a afadirles 100 pl de cada uno de los controles ( con concentraciones entre 0y 50
ppm) en pozos individuales para cada concentracion, asegurandose de cambiar cada punta
de la micropipeta por otra estéril a afadir cada control. Ademas la placa de
microtitulacion se completo al anadir 100 pl de la solucion diluida del filtrado en el buffer
en los pozos de mezcla restantes. Cada una de las placas de microtitulaciéon consta de 12
pozos en donde los seis primeros estan destinados a los controles propios del test y los

restantes sei's son paralas muestras a evaluar.

Unavez que los controles y las muestras se colocaron en |os pozos de mezcla marcados con
rojo se le afiaden 100 ul del conjugado a los pocitos y se mezcla la solucion con la
micropipeta entre tres y cinco veces. Inmediatamente después de mezclar, se procedié a
pasar la solucion de la placa de microtitulacion a una segunda placa de microtitulacion, que
contiene pozos cubiertos con anticuerpos, con una micropipeta de doce canales teniéndose
el cuidado de que cada una de las puntas sean estériles y se llenen al mismo nivel a recoger

la solucion.

Las muestras se dgjaron incubando durante 10 minutos en la placa de microtitulacién con
anticuerpos. Pasado este tiempo, se descartd la solucién y se realizaron tres lavados con €l
Wash Buffer del test. Este Wash Buffer se preparé anteriormente al mezclar 40 ml del
buffer de lavado concentrado con 960 ml de agua destilada. Esta solucion se debe de
mezclar lentamente, teniéndose el cuidado de no sacudirla de forma que se pueda evitar la

formacion de burbujas.
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Una vez realizados los tres lavados se debid secar 1os pozos cuidadosamente dejandolos
boca abgo durante tres minutos. Cumplido el tiempo establecido para €l secado de los
pozos se procedio a verter una cantidad determinada de sustrato en el recipiente especifico
para el sustrato. Luego se cambiaron las puntas de la micropipeta de doce candes y se
midieron 100 pl del sustrato que fueron depositados en cada uno de los pozos cubiertos con

anticuerpos'y se degjo incubar durante 10 minutos.

Durante este tiempo se vertié la solucion Red Stop en €l recipiente respectivo. Luego se
utiliz6 una vez més la micropipeta de doce canales, con las mismas puntas que se usaron
para afadir €l sustrato, y se agregaron 100 pl de esta solucion en todos los pozos de la

placa de microtitulacion.

Finalmente se calibro el lector de las placas de microtitulacion, STAT FAX EIA READER, para
una longitud de onda de 650 nm. La placa de microtitulacion fue colocada inmediatamente
después de anadir el Red Stop en e carril correspondiente para la lectura de las muestras.
Una vez corrida la placa en € lector se procedié a imprimir € resultado de la prueba de

modo que se pudiese comprobar la concentracion de histamina en las muestras.

Analisis de Salmonella sp

Esta prueba se llevé a cabo durante la recepcidn de materias primas y constituye uno de los
puntos de mayor exigencia para la entrada de atin en la compafiia. Su de terminacion es
importante dado que durante la captura, almacenamiento en €l barco y su posterior traslado
a la compafia, existe una gran presencia de aves, las cuales se encuentran ligadas a la
Salmonella spp debido principalmente a sus heces. Ademés se tiene un antecedente en la
compafia en e que hace siete afios se encontré Salmonella spp en un andlisis realizado a
atun en las cAmaras de amacenamiento de la compafiia, por 1o que se implanto este andlisis

como requisito de entrada para la materia prima.



La determinacion presuntiva de Salmonella sp se llevé a cabo con un kit Reveal™ para
Salmonella (anexo 3). Este test consiste en una placa inmunocromética con anticuerpos
marcados con oro especificos para Salmonella sp en donde la muestra blanco se aplica
sobre una ventana redonda que dirige la muestra sobre una membrana de nitrocelulosa, por
la cual migra hasta una zona de reaccion en donde se encuentran |os anticuerpos marcados,
tanto para el control como parala muestra. El test utiliza un anticuerpo Unico y un método
de enriquecimiento para asegurar la sensibilidad de 1 UFC de Salmonella sp presente en
259 de muestra.

Para su determinacion se tomaron dos muestras de carne de atin crudo (de un tamafio
aproximado a los 3 cm) procedente del barco atunero y trasladado en buguis (contenedor de
8 m3 de capacidad) durante €l descargue. Esta accidn se realizo en los tres descargues
acontecidos durante la practica. Por ultimo se tom6 una muestra del atin que se encontraba
amacenado en la cdmara de amacenamiento de CENSA.

Se pesaron 25 gramos de carne cruda y se colocaron en una bolsa estéril en donde
previamente se habia hidratado todo € contenido del frasco que contenia el medio de pre-
enriquecimiento Revive del test, a afadirsele 200 ml de agua destilada. Seguidamente se

cierralabolsa estéril y seincubaa 37 °C durante cuatro horas.

Al cumplirse € tiempo establecido se rehidratd el medio selectivo de enriquecimiento
agregandosele 200 ml de agua destilada estéril. Este medio selectivo se afadié ala muestra

pre-enriqueciday se dej6 incubando durante 16 horas a 43 °C.

Pasadas las 16 horas se sac0 |la bolsa de la incubadora y se dgj6é enfriar durante 25 minutos

atemperatura ambiente para luego sacar una muestra de un mililitro del caldo enriquecido.

Finalmente se colocan tres gotas del caldo enriquecido en la ventana de la muestra que
posee la lamina de ensayo inmunocromética del test. La lectura de los resultados pudo ser
determinada visuamente por la presencia 0 ausencia de una linea coloreada en la zona
blanco del microorganismo.

La placa se descart luego de ser sumergida durante treinta minutos en una solucion de
cloro a 200 ppm.
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Prueba de Listeria sp

Esta prueba se realizd durante € periodo de descarga y se considera como un punto de
control exigido para industrias pesqueras que buscan importar sus productos, ya que en
varios paises europeos se han tenido problemas en productos pesgueros preservados en
salmuera, por lo controlar una posible contaminacion de Listeria sp en €l atun es de gran
importancia para la calidad del producto final, a pesar de que las posibilidades de
contaminacion son minimas dado que e proceso de produccion posee procedimientos

térmicos que limitan el crecimiento de Listeria sp.

La prueba consistié en la aplicacion de un kit Reveal™ para Listeria sp (anexo 3), test de
identificacion rapida mediante la utilizacion de una placa inmunocromatica con anticuerpos
marcados con oro que determinan presuntivamente la presencia de Listeria sp mediante la
demarcacion de dos lineas coloreadas en la zona de reaccion del test luego de que la
muestra, colocada en la ventana de muestra de la placa, migrara a través de una membrana
de nitrocelulosa. La prueba posee la sensibilidad de detectar entre 1-10 UFC en 25 g de

una muestra.

Esta prueba se realizd durante e tiempo de descarga y ademas se realizé una prueba del

producto que habia en refrigeracion en las camaras de almacenamiento de la compafia.

Todas las pruebas que se realizaron usaron como fuente de muestreo carne fresca de atun,
cortandose transversalmente unos tres centimetros de carne cercana a la cola de un atin

entero. Se tomaron dos muestras por cada una de las pruebas que se llevaron a cabo.

Para cada una de las muestras se pesaron 25 gramosy se colocaron en una bolsa estéril
que contenia el caldo Fraser. Este cado se prepard a vaciarse €l contenido del frasco con
el caldo deshidratado en la bolsa estéril, afadiéndose posteriormente 225 ml de agua
destilada.

Luego de que se afiadiera la muestra se homogeniz6 la mezcla frotando el trozo de carne
vigorosamente contra la bolsa plastica, de manera que se pudiera ir desmenuzando €l trozo
de atin. Seguidamente se dej6 incubando el caldo con la muestra durante 21 horas a 30
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Transcurrido € tiempo de incubacion predispuesto se extrgjeron 100 pl de la mezclay se
transfirieron a un recipiente con 10 ml del caldo buffer enriquecido y se volvio a incubar
durante 21 horasa 30 °C.

Posteriormente se transfirieron dos mililitros del caldo incubado a un tubo de ensayo y se
dejé en un bafio maria a 80 °C durante 20 minutos. Al cumplirse este tiempo se dejo

enfriar el caldo atemperatura ambiente durante diez minutos.

Luego se tomaron 135 pl del caldo incubado y se adicionaron en la ventana azul del
dispositivo de la prueba. Seguidamente se determiné un tiempo de 20 minutos para que se
pudiese hacer la lectura de la l&mina de ensayo inmunocromética. La lamina se descartd
luego de ser sumergida durante treinta minutos en una solucién de cloro a 200 ppm.

Determinacion de la Concentracidn de Sal en el Atan Entero
La concentracion de sal en € atln preservado en salmuera se debe determinar con €l fin de

asegurar la calidad del producto terminado en términos de sabor, ya que dependiendo de la
concentracion de sal promedio del atin recibido en la compafia se prepara parte de los
liquidos de gobierno de manera que el sabor del atin enlatado no se vea afectado por una

concentracion excesivade sal.

Esta prueba constituye un punto de control en la recepcion de materia prima teniéndose un

parametro de salinidad no superior a 2.5% para que se acepte la materia prima.

La cuantificacion se realizG con un conductimetro que permitia la cuantificacion de iones

NaCl en la muestra colocada en el espacio disefiado para la determinacion.

Para la prueba se tomaron dos muestras de cada uno de los vigjes, procedentes del barco
atunero, que entraban en la compafia. Se cortd un trozo de carne cruda del pescado entero
y sellevd al laboratorio en donde se pesd 10 g de la muestra obtenida y se licu6 en 90 ml de
agua destilada durante 60 segundos. Luego se procedio a filtrar € licuado con un filtro
para café, dgjandose en reposo € licuado durante tres minutos. Posteriormente se tomo €l
filtrado y se extrgjeron 15 ml y se agregaron en €l pozo del conductimetro. Inmediatamente
seleyd el dato de la concentracion de sal en lamuestra en lapantalladel conductimetro.
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Anélisis Microbiologicos y Quimico para Aguas de Uso industrial
Este andlisis se desarroll6 principalmente como un control propio para la compaiiia, a

mismo tiempo que permitio evaluar la calidad del agua utilizada durante la etapa de
descongelado del atdn, punto critico del proceso ya que esta intimamente ligado con €
cocinado del atun por lo que un error durante esta etapa provocaria una reduccion en la
calidad del atin cocido, ocasionado por gradientes de humedad en € pescado y la
posibilidad de que en € punto frio del atiin no se alcance la temperatura exigida al concluir
el cocinado(65°C).

Se tomaron tres muestras del agua de tres de |os seis tanques de almacenamiento de agua de
CENSA para redizarles un andlisis microbiolégico (tres muestras) y otro quimico (una

muestra).

Para hacer los andlisis microbioldgicos se tomaron muestras de los tanques de
amacenamiento ubicados debgjo de la camara de amacenamiento de materia prima
(tanquettl), debajo de los autoclaves (tanque#s) y debajo del area del callgjon (tanquett 2).

El muestreo del agua en el tanque #1 se realiz6 al tomar 100 gramos del hielo, producido
en la camara disefiada para tal fin y que utiliza agua del tanque antes mencionado, en una
bolsa estéril. El hielo se produce en una méquina ubicada en un segundo piso y cae en la
camara donde es ailmacenado. Se tuvo el cuidado de tomar hielo que recién estaba cayendo
y que no hubiese tenido contacto con el suelo, con una pala de acero inoxidable,

desinfectada previamente con una solucion de cloro a una concentracion de 200 ppm.

Para € tanque # 2 se procedié a ubicar una de las fuentes de salida de agua en las pilas de
descongelacion de la plantay se procedio a desinfectar €l tubo. Primeramente se calento el
tubo durante 3 minutos con un mechero. Luego se introdujo un algodén previamente
humedecido en una solucion de alcohol al 70 % en el tubo. Seguidamente se dio un tiempo
de espera de dos minutos y se abrio la llave del agua dejandola correr durante 5 minutos.
Finalmente se abrié una bolsa estéril y se tomaron aproximadamente 60 ml de agua para

hacer € andlisis.
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El tanque #5 se muestred en una de las llaves que conducen al interior del autoclave
siguiéndose un procedimiento de desinfeccion similar al descrito para € tanque #2,
tomando aproximadamente 60 ml del agua proveniente de este tanque, en una bolsa estéril.

Previo a cada uno de los muestreos se determind la concentracion de cloro residual (Cly) en
el agua de cada uno de los tanques muestreados. La determinacion se llevé a cabo con un
kit de Arch Chemicals, utilizado para medir la concentracion de cloro residua en piscinas;
este kit se basa en la determinacion del cloro mediante una reaccion con la ortotolidinay su
resultado se lee usando un procedimiento comparativo basado en un estandar de color para

cloro residua. Este método es bastante sensible para detectar cloro residual de 0.1 a 3 ppm.

Para la determinacion del Cl; se afladieron 5 gotas de la solucion de ortotolidina a la
muestra de agua colocada en la celda del test y se obtuvo un color amarillo con intensidad

proporcional alacantidad de cloro residual de la muestra a andlizar.

Finalmente se tomaron |as tres muestras y se colocaron en hielo para mantenerlas durante
el transporte y su posterior andlisis unas pocas horas después.

Estas muestras se llevaron a laboratorio acreditado CEQIATEC, en € Ingtituto
Tecnologico de Costa Rica, en donde fueron evaluadas con un recuento total de
microorganismos presentes en € agua y una prueba de nimero més probable (NMP) parala
determinacion de coliformes totales y fecales, a aquellas muestras a las que se les iba a

aplicar un analisis microbiol ogico.

El protocolo seguido para la evaluacion de las muestras fue el contenido en Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater 19th ed.1995 APHA-AWWA.-
WET.

Anélisis Sensorial y Fisico del Producto Terminado
Estas pruebas se redlizaron a un lote de produccién para determinar la conformidad del

producto terminado con los estandares determinados por la empresa, al mismo tiempo que
se pudo valorar las condiciones del enlatado y las posibles consecuencias que estas podrian

tener en el producto terminado.
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Se tomaron cuatro latas de atiin lomo en trozos 170 g (azul) y otras cuatro latas de atin
lomo en trozos 110 g (azulito) obtenidas del lote procesado el dia anterior y almacenado en
la bodega.

Se procedi6 a determinar €l peso bruto pesando cada una de las latas de ambos productos
sin abrir. Luego se determind e peso neto de las latas de ambos productos a restarle al
peso bruto €l peso de una lata sellada vacia. Inmediatamente se utilizé € vacudmetro para
medir el vacio presente en cada una de las latasy con la ayuda de un pie de rey se midio €

espacio libre de lalata (profundidad de la cubeta).

Posteriormente se abrio la lata sin despegar completamente la tapa y se colocd hacia abajo
sobre un recipiente, de manera que se permita la filtracion del liquido de cobertura (aceite y

agua salada) durante tres minutos.

Seguidamente se pesa la lata escurrida y se obtiene el peso escurrido del producto a restar

el peso estandar de lalata vacia.

Luego se midieron € aceite y agua contenidos en € liquido de gobierno al transvasar €l
filtrado del recipiente receptor a una probeta, mirando cuidadosamente la apariencia del
liquido de gobierno. Se degj6 reposar por dos minutos esperando que las diferencias de
densidades en los liquidos sea palpable y se procedié a medir la cantidad de agua obtenida
del filtrado del liquido de gobierno, paraluego medirse el aceite cuyo dato se obtuvo al leer
completamente la cantidad de liquido en la probeta y restarle la cantidad de agua medida

anteriormente.

Después de obtenerse el peso escurrido se paso € atln a través de una criba de 12 mm (1.2
cm) de modo que se retuvieran los trozos de atin y gque Unicamente pasara e fleco. Se
tomaron por aparte los trozos de atlin y €l fleco para que pudieran ser pesados y reportados
COmo porcentaje.



Después se colocd e atlin sobre un plato y se procedié a observar cuidadosamente la
apariencia y propiedades del atin para que se pudiese evaluar con los puntos establecidos
en la Norma Técnica para e Aseguramiento de la Calidad del Atun Enlatado, propuesta por
el Ingtituto Nacional de la Pesca (México) en diciembre de 1991 y que vela por €
aseguramiento de la calidad de los productos de la pesca. Se observo la textura del atun, la
compactacion de la pastilla, € color, olor y sabor, asi como la presencia de materia extrana.
Se utiliza esta norma debido a que se fijan parametros mas exigentes que los que existen en

el pais.

El andlisis de cloruros se realiz6 a tomar 10 gramos de atln, sin importar si era lomo en
trozos o fleco, y licuarlos en 90 ml de agua durante un minuto. Luego sefiltré € licuado y

setomaron 5 ml para hacer 1a prueba de cloruros con un conductimetro.

Finalmente se les asign6 un valor a cada una de las formas de presentacion del atln para

gue se pudierareportar en € andlisis de los parametros cuantitativos y cualitativos.

Por su parte las pruebas de vida Util (anaquel) se realizaron al tomar cuatro latas por lote de
produccion e incubarlas durante 10 dias a 37°C. Transcurrido este tiempo se vuelven a

incubar, estavez, a 55°C durante el mismo periodo de tiempo.

Posteriormente se toman las latas y se evalla si existe algun tipo de abombamiento o
corrosion (externa e interna) en las latas.  Asimismo se evala S no existen

desprendimientos de barniz y posible formacién de precipitados (FeS).

Pruebas de Omnipresencia de Microorganismos

Se redlizaron pruebas de omnipresencia de microorganismos con €l objetivo de verificar la
eficiencia de los procedimientos de limpieza utilizados en CENSA, estas pruebas se
llevaron a cabo en dos ocasiones en las etapas de limpieza del atun, llenado y sellado

principalmente.

Se solicité a la compafiia la compra de 50 unidades de placas Petrifilm con medio de
cultivo Agar Estandar, asi como de 50 unidades Quick Swab para el frotis de los diferentes

@52

sitios seleccionados.



Parainiciar la prueba se seleccionaron |os sitios de muestreo. Se determind que se debia de
hacer un muestreo a cada una de las mesas de limpieza (pelado) del atun, a la mesa de
fleco, las canastas plésticas de transporte de atlin, salas de limpieza y destace, Carruthers

(Ilenadoras), camara de hielo y manos del personal.

Los muestreos se llevaron a cabo utilizando los métodos de contacto directo, control
ambiental y con hisopo (Quick Swab).

Método Contacto Directo: Se procedié a hidratar las placas Petrifilm al afiadirsele un
mililitro de una solucion hidratante (caldo de lecitina) sobre la placa y dejando caer la
l&mina pléstica sobre la solucidn hidratante. Posteriormente, y con mucho cuidado de no
esparcir € liguido fuera de la placa, se coloco € difusor y se presiond durante cinco
segundos sobre la placa de manera que se pudiese dar la forma redondeada a la placa.
Luego se degjo reposar durante una hora, antes de hacer € muestreo.

Una vez gue se tenian las placas hidratadas se abrié la placay se coloco directamente la
parte pléstica de la placa directamente sobre el sitio de muestreo. Con este método se
muestrearon los sitios mesa de fleco, bandas |lenadoras de los Carruthers y las manos del

personal.

Método de Control Ambiental: Se hidrataron las placas de la misma forma en que se
hidrataron para el método de contacto directo y se les dio un tiempo para |la hidratacion de
una hora. Una vez que se cumplié el tiempo se coloco la placa Petrifilm por el lado que
une las dos partes de la placa, en una prensa y se abrid extendiendo la parte pléstica de la
placa hacia atrés, teniéndose e cuidado de no tocar € érea circular de crecimiento.

Finalmente se expuso la placa Petrifilm durante un tiempo de 15 minutos. Cumplido €l
tiempo seretird la placa del sitio de muestreo.



Método del hisopo (Quick Swvab): Se tomd6 un Quick Swab y se procedié a romper €
seguro de la burbuja que contiene caldo letheen, de manera que a presionarse se
descendiera el caldo y humedeciera € hisopo de dacrén. Luego se extragjo e hisopo del
tubo estéril no sin antes presionarlo en las paredes del tubo para evitar excesos y se
procedié a frotar e hisopo lenta y completamente en un &rea de 20 cm? que se habia
medido previamente, y se repiti0 esta operacion de tres veces sobre la superficie en
direcciones distintas. Seguidamente se regreso el hisopo a tubo con el caldo Letheeny se

agito vigorosamente durante 10 segundos.

Por ultimo se inocul 6 € contenido del tubo en una placa Petrifilm deshidratada, siguiéndose

un protocolo similar al de hidratacién de las placas seguido en |os pasos anteriores.

Una vez que se tuvieron las muestras, independientemente del método, se rotularon y se

colocaron en laincubadora durante 48 horas a 36°C.

Al concluir el tiempo de incubacion se realizd un conteo directo de las UFC's presentes en
cada una de las placas. En aguellas placas donde se aprecié una cantidad considerable de
UFC’s los conteos se hicieron tomando cuatro cuadriculas de 1 cm? y sacando un promedio

t

de las cuadriculas para poder reportar el dato en UFC's/cm?.



RESULTADOS

Prueba de Histamina

Para lograr determinar la concentracion de histamina en las muestras de atin crudo y
enlatado tomadas en CENSA se calibré el lector de las placas de microtitulacion (STAT FAX
EIA READER) a una longitud de onda de 650 nm, especifica para efectuar la medicion de la

absorbancia de la histamina. Los resultados de |a absorbancia se aprecian en la tabla 3.

Se debe de recordar que los primeros seis datos de cada una de las pruebas indican las
pruebas control que permiten reconocer e buen funcionamiento del equipo de lectura de las
placas de microtitulacion. Se logré observar que en cada una de las pruebas corridas, |os
controles mostraron las concentraciones esperadas y correctas para cada uno de ellos. La
empresa determind una concentraciéon maxima de histamina de 30 ppm, acorde con la
norma propuesta por la Unién Europea, parala recepcion de materias primas.

Tabla 3. Absorbancia y concentracién de histamina en cuatro diferentes pruebas realizadas a la
materia prima paralaproducciéon de atin enlatado en CENSA.

Prueba#1l Fecha: 30 de enero Prueba # 2 Fecha: 19 de febrero
Pozo Absorbancia ppm Pozo Absorbancia ppm
1C1 1,934 0,0 1C1 1,34 0,0
2C2 1,527 2,5 2C2 0,994 2,5
3C3 1,397 5,0 3C3 0,834 5,0
4 C4 1,04 10,0 4 C4 0,728 10,0
5 C5 0,775 20,0 5 C5 0,53 20,0
6 C6 0,522 50,0 6 C6 0,453 50,0

7 2,057 0,0 7 1,447 0,0
8 1,942 0,0 8 1,159 0,0
9 1,858 0,02 9 1,371 0,0
10 1,85 0,3 10 1,473 0,0
11 1,811 0,4 11 1,481 0,0
12 1,87 0,2 12 1,598 0,0

Prueba #3 Fecha: 24 de abril Prueba comparativa .Fecha: 2 de mayo
Pozo Absorbancia ppm Pozo Absorbancia ppm
1C1 2,268 0,0 1C1 1,873 0,0
2C2 1,833 2,5 2C2 1,593 2,5
3C3 1,66 5,0 3C3 1,536 5,0
4 C4 1,22 10,0 4 C4 1,285 10,0
5 C5 0,989 20,0 5 C5 0,867 20,0
6 C6 0,793 50,0 6 C6 0,544 50,0

7 2,18 0,2 7 1,974 0,0
8 2,15 0,3 8 1,963 0,0
9 2,157 0,2 9 2,055 0,0
10 2,141 0,3 10 1,827 0,4
11 1,82 2,4 11 1,767 0,9
12 1,72 4,3 12 1,871 0,0
Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de CENSA.
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En la prueba #1 del dia 30 de enero se observa que en dos de las muestras, representadas en
los pozos 7 y 8, no se encontré histamina en los tejidos; mientras que la concentracién
maxima de histamina reportada en esta prueba se encontré en la muestra ubicada en € pozo
11, a revelarse una concentracion de 0,4 ppm de histamina. También se pudo observar que
para el descargue del dia 19 de febrero (prueba #2), no se encontro histamina en ninguna de
las seis muestras tomadas. Por su parte en la prueba #3, realizada el 24 de abril, sucedio
todo lo contrario alo mostrado en la prueba #2, mencionada anteriormente, ya que en cada
una de las muestras se encontrd histamina en una concentracion minima de 0,2 ppm en los
pozos 7 y 9, ademés de una concentracion méxima en € pozo 12 al reportarse una

concentracion de 4,3 ppm de histamina en la muestra.

Finalmente, en la prueba comparativa (prueba #4) se encontré que no habia histamina en
las tres muestras tomadas del atuin almacenado en la camara de almacenamiento, mientras
que paralas tres muestras de atun cocinado obtenidas en la sala de limpieza se encontro que
dos de las muestras ubicadas en los pozos 10 y 11 revelaron una concentracion de 0,4y 0,9

ppm respectivamente.

Analisis de Salmonella sp
Una vez que se agreg0 la muestra sobre € test para Salmonella se esperaron 20 minutos

paraleer € resultado.

Para cada uno de los tres andlisis realizados a la materia prima que se recibié en CENSA,
durante las diferentes descargas de atunes enteros del primer semestre del 2002, |a prueba
inmuno-cromaética aplicada revel6 que sobre la zona de fijacion, Unicamente aparecié una
linea coloreada en € lugar indicado como control, mientras que en la zona blanco para €
microorganismo (Salmonella en este caso) no se mostré coloraciéon. Iguamente la prueba
que se realizo a pescado almacenado en la camara de almacenamiento se mostré de la
misma manera que las anteriores, a marcarse unicamente la linea que indica e control.
(Figura3)
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Figura 3. Resultado del test répido inmuno-cromatico Reveal™ para Salmonella en las cuatro
pruebasrealizadasen CENSA.

Como se menciond antes en cada una de las pruebas realizadas las placas inmuno-
cromaticas se mostraron tal y como se observa en la figura 3. Al no presentar ambas lineas
(la de control y la especifica para e microorganismo blanco) se considerd €l resultado
COmo negativo.

Pruebas de identificacion de Listeria sp

Transcurrido el tiempo especificado para el corrido de la muestra en el papel cromético del

test Reveal” para determinacion de Listeria sp se revel6 de la forma que se aprecia en la

figura4.
Zona de prueba:
Co%trol Negativo
_ \ 4
Zonadereaccion Ventana

Figura4. Resultado del test rapido inmunocromatico Reveal” para Listeria sp en cada una delas
pruebas. Unicamente sereveld larelacion antigeno-anticuer po en la zona de control dela placa.

El resultado que se observa en la figura 4, fue el mismo que se obtuvo tanto para las
muestras tomadas durante las descargas, como para la muestra obtenida de la cAmara de
almacenamiento, de manera que para todas las muestras se determiné que € resultado del

test fue negativo.
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Prueba de Concentracion de Sal en la Materia Prima
Las muestras tomadas indicaron concentraciones de sal inferiores a 2.5% exigido por la

empresa para permitir la entrada de la materia prima en las camaras de almacenamiento. En
total se trabajaron 48 muestras durante el descargue y Unicamente se encontrd una muestra

con una concentracion de 3% en un atun (Figura5).

Salinidad en la Materia Prima (atunes enteros)

16
14
12
10

15

# Muestras

13

[N

oSO N b~ O

Concentracion de sal (%)
[@0-0,5M0,5-1 01-1,501,5-2 02-2,5 @>2,5

Figura 5. Determinacion de concentracion de sal en la materia prima. Namer os de muestr as obtenidas
en diferentes concentraciones de sal en la materia prima.

Ademas se observa que la concentracion entre 0y 0.5% de sal en la materia prima eslamas
comun (15 muestras) a presentarse €l 31% de las ocasiones. La concentracion de 1-1,5% se

encontrd en 13 ocasiones de modo gue se encuentraen el 27% de las muestras tomadas.

Analisis Sensorial y Fisico del Producto Terminado
Luego de seleccionar las muestras y de seguir los procedimientos determinados se

obtuvieron los resultados que se muestran en latabla 4.
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Tabla 4 Parametros de control para e andlisis cuantitativo y cualitativo durante el andlisis
sensorial y fisico del producto terminado.

Presentacion Lomo en Trozos 307209 Lomo en Trozos 211x110.5
# Muestra M-1 M2 M-3 M4 M-1 M2 M3 M4
Peso Bruto (Q) 218 209 211 210 134 133 135 134
Peso Neto (Q) 185 176 178 177 110 109 m 110
Peso Drenadb (g) 10 125 127 126 <o) 81 3 i1
Acsite () 2 ) 24 0 2 17 16 15
Agua () 31 28 0 3 17 16 14 14
Vacio 3 5 4 6 3 4 3 4
Especio Libre 8,0 7,5 9,0 10,0 5,0 7,0 6,5 8,5
Tradlape 1,02 1,03 1,08 1,1 0,81 0,81 0,% 0,4
p-H 6-7 6-7 6-7 6-7 6-7 6-7 6-7 6-7
% Lomo 76 a2 74 71 73 2 &6 86
% Heco 24 3 26 29 27 28 14 14
Liquido de gobiemo
Apariencia 0 0 0 0 0 0 0 0
Came de atin
1) Coruros 2 2 2 2 2 2 2 2
2) Textura 0 0 0 0 0 0 0 0
3) Pastilla 0 0 0 0 0 0 0 0
4) Color 0 0 0 0 0 0 0 0
5) Olor 0 0 0 0 0 0 0 0
6) Sabor 0 0 0 0 0 0 0 0
7) Materia Extrafia 0 0 0 0 0 0 0 0
Cdlificacion Total 3] 8 B B B B 98 98

Al aplicarsele un andlisis de correlacion entre los datos de cada una de las muestras del atiin
lomo en trozos 307x109, se encontré que los datos se relacionan en un 99% de manera que
no se percibe ningun sesgo en e llenado de las latas, pues en lo que se refiere a los pesos
bruto, neto y escurrido la diferencia es muy reducida mostrandose Unicamente una

diferencia en la muestra M-1 (8 gramos de diferencia en promedio frente alas demas).

El porcentaje de correlacion entre los datos de cada parametro fue igualmente del 99% para
las muestras del attn lomo en trozos 211x110,5.



También se hizo un andlisis de varianza (g.| = 3; [0 =0.05) para ambos productos
obteniéndose, como resultado, que no existen diferencias significativas entre los datos de
cada una de las muestras a ser tratados de manera general. Sin embargo a analizarse los
pardmetros individualmente, si se encontré que existen diferencias significativas en los
pesos (bruto, neto y escurrido) de la muestra M-1 frente a las otras tres muestras. Ademés
se encontraron diferencias significativas entre los traslapes de las muestras M-1 y M-2

frente alas muestras M-3 y M-4; estas diferencias se presentaron en el atiin 307x109.

Por su parte en la presentacion de 211x110,5 Unicamente se presentaron diferencias

significativas en €l traslape entre lamuestra M-3 y |as restantes tres muestras.

En las pruebas de vida anaquel no se encontré ninguna evidencia de alteracion, fisica o

quimica, en ambos productos.

Anélisis Microbiologico del Agua de Uso Industrial

En la tabla 5 se observan los resultados obtenidos para los tanques muestreados en
CENSA.

Tabla 5. Resultados del analisis microbiolégico de tres tanques de almacenamiento de agua.

Analisis Microbioldgicos

Lugar de Recuento Cloro Coliformes 100ml
Muestreo total residual
(UFC/ml) Clr (ppm) Totales Fecales
Callejon (Tanque #2) 9.0 x 10* N.D 920 49
Hielo (Tanque #1) 190 0.5 <2 <2
Autoclaves (Tanque 3.0 x 107 0.5 2.0 <2

#5)

Fuente: Analisis microbiolégico de Aguas de Proceso CEQUIATEC. Cartago, abril 2002.

Como puede observarse en la tabla 5 especificamente en |la parte relacionada a andlisis
microbiolégico hay una presencia bastante considerable de coliformes totales (920) y
coliformes fecales (49) en el agua tomada del callggon. Mientras que en los otros puntos de
muestreo e dato de los coliformes, tanto totales como fecales, se mantiene en € valor
minimo de reporte (<2) con excepcion del agua del autoclave en donde se encontro 2

coliformes totales en 100 ml.
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Por otra parte e punto del callggdon mostrd la mayor cantidad de unidades formadoras de

colonias (UFC’s) con 9.0x10% por mililitro, mientras que en el hielo se encontré la menor

cantidad de UFC’s a encontrarse Unicamente 190 UFC/ml.

Pruebas de Omnipresencia

Luego de transcurrido el tiempo de incubacién se procedid a sacar las muestras de las

incubadoras y hacer e conteo de las UFC's/cm? en cada una de las placas Petrifilm.

Finalizado el conteo se obtuvieron los datos que se agrupan en latabla 6.

Tabla 6. Prueba de Omnipresencia de Microorganismos en diferentes éreas del proceso de
enlatado de atun en la Compafiia Enlatadora Nacional, Puntarenas.

LUGAR DE # DE TIPO DE CODIGO UFC/cm?
MUESTREO MUESTREOS MUESTREO
Area de :
Destace 1 Ambiental DTC 04 199 161
Mesa de Fleco 2 Contacto Directo MFC 01 130 36
MFC 02 159 51
Mesas de Quick Swab I\I\;Il ::; 8; 122 19119
Limpieza 3 Hudmedo
MLZ 03 50 59
Canastas 9 Quick Swab CPF MNPC 127
Plasticas Hdmedo CPL 136 128
Carruthers 9 Contacto Directo CTB01 MNPC MNPC
(bandas) CTB02 MNPC MNPC
Carruthers Quick Swab CTLO1 121 110
(tanques) 2 Hamedo CTL 02 188 MNPC
Sala de . SLZ 01 154 3
Limpieza & Al SLz02 179 4
Camara de )
Hielo 1 Ambiental CH 160 69
Manos del : MP 01 160 81
Personal 2 SENEED DIIEAE MP 02 173 118
. . e LM 01 N.D 21
Atun Cocinado 2 Dilucién 1710 FC 01 N.D a4
Quick Swab
Botas 1 e BT 01 N.D 139
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En las ocasiones en donde se reporta el dato de las UFC como N.D indica que la prueba de
omnipresencia no se realizd en esa ocasion. Esto ocurrié en las pruebas de atiin cocinado y
botas que solo se realizaron en la segunda ocasi on.

Asimismo se utilizd @ criterio de MNPC, que es € acronimo para Muy Numeroso Para
Contar cuando fue imposible contar las UFC en la placa Petrifilm por la distribucién de las
colonias por toda la placa observandose una coloracion rosaday sin grumos.

< Pruebas utilizando el Método de Contacto Directo:

Estas pruebas se redlizaron a la mesa de fleco, manos del persona y las bandas de los
Carruthers. En la figura 6 se observé que existié una reduccion significativa en el conteo
de UFC g/cn? entre la prueba#1 y la prueba #2.

Método de Contacto Directo

MNPC

MNPC
MNPC

MNPC

200

160

120

UFC’s/cm?
00]
Q

N
o

MFCO01 M FC02 CTBO1 CTBO02 M PO1 M P02

Sitios de Muestreo OPrueba#l M Prueba #2

Figura 6. Pruebas de Omnipresencia por e método de contacto directo. Conteo de UFC's)cm? en
diferentes sitios de la compafiia Enlatadora Nacional.
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Para |as placas obtenidas en las bandas de los Carruthers de las lineas 1(CTB 01) y 2(CTB
02) se observé que e conteo de UFC's’cm?® no se pudo llevar a cabo debido a que €
crecimiento bacteriano fue muy numeroso para contar (MNPC).

Asimismo € resultado de las placas mostradas en la figura 6 revelé para € primer
muestreo en la mesa de fleco (MFCO1) una reduccion de 94 UFC/cm? entre la primeray la
segunda prueba, al pasar de 130 a 36 UFC’ s/cm?, de manera que se logré obtener un valor

que entr6 en el rango de 10-100 UFC”s/cm? que determina un sitio limpio.

En laplaca MFC 02 se contaron 159 UFC"s/cm? en la primera prueba; mientras que parala
segunda prueba e conteo se disminuyd hasta 51 UFC s/cm? para una reducciéon de 108

UFC’s/cm? con respecto a conteo de la primera prueba.

Las pruebas codificadas como MP 01 y MP 02 se refieren a un muestreo realizado a las
manos de la primera y la Ultima persona que ingreso a la planta procesadora, luego de un
recreo respectivamente, esto con e objetivo de verificar si el amonio utilizado para €
lavado de las manos mantenia su accion desinfectante a entrar la Ultima persona. Para la
primera persona que ingreso a la planta luego del recreo, se contaron 160 UFC's/cm? y

81UFC’s/cm? en la primeray segunda prueba respectivamente,

Para las muestras tomadas a la Ultima persona que entré a la planta se contaron 173
UFC's/cm? en la primera prueba y 118 UFC's/cm? en la segunda.  Con este resultado se
determind que € sitio no se puede identificar como un sitio limpio ya que sobrepasa €l
limite de 100 UFC"s/cm? permitido.

<+ Pruebas utilizando el Método de Control Ambiental

En las pruebas de control ambiental se encontro, para la segunda prueba, una diferencia
significativa con respecto a la primera prueba, principalmente en e area de limpieza en
donde se contaron 154 y 179 UFC's/cm?, en los sitios SLZ 01 y SLZ 02 respectivamente.
Mientras que en los mismos sitios se contaron 3 UFC's/cm? en SLZ 01 y 4 UFC's/cm? en
SLZ 02. (Figura7)
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Pruebas de Omnipresencia: Método Control Ambiental

200+

160+

120+

UFC’s/cm?
(00]
©

I
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DTC 04 SLZ01 SLZ02 CH

O Prueba #1 B Prueba #2

Figura 7. Pruebas de Omnipresencia por e método control ambiental. Conteo de UFC’s’cm? en
diferentes sitios de la compariia Enlatador a Nacional.

Para los muestreos ambientales realizados en el &rea de destace y camara de hielo se
encontraron 199 y 160 UFC’s/cm?, respectivamente, en la primera prueba. Este dato se
redujo en el &rea de destace a contarse 161 UFC’s/cm?, sin embargo se sigue considerando
como un sitio sucio. Asimismo en la camara de amacenamiento se contaron 69.5
UFC's'cm? en la segunda prueba, lo cua significé una reduccién en los conteos de ese

t

sitio.



< Pruebas utilizando el Método del Hisopo (Quick Swab)

En los sitios en que aplicd esta prueba mostraron que no existié una reduccion general en e
conteo de UFC en las placas Petrifilm (Figura 8) esto porque se observé que mientras en
unos sitios se disminuyd el conteo, por gemplo en dos de las tres mesas de limpieza,
canastas plasticas y € tanque de un Carruther, sin embargo esta reduccién no fue tan
significativa como se observo en los otros métodos.  Ademéas se observo que en dos sitios
se incremento el conteo de UFC, en una de las mesas de limpieza y en el tanque de uno de

los Carruther.

Método Quick Swab

NPC
MNPC

18

200
180- 152
160- 27 ~—>128
140- 10
120- 1
100-
80 5
60-
40-
20-

(@]

UFC’s/cm?

MLZ01 MLZ02 MLZ03 CPF CPL CTLO1 CTLO2

Sitios de Muestreo
OPrueba #1 O Prueba#2

Figura 8. Pruebas de Omnipresencia por e método Quick Swab. Conteo de UFC’s/cm2 en
diferentes sitios de la compaiiia Enlatadora Nacional.

En lafigura 8 se indica e crecimiento de microorganismos en las canastas plasticas para
atun cocinado y limpio. El dato més representativo se da en la canasta de fleco en donde se
pas de un conteo bacteriano MNPC, en la prueba #1, a 127 UFC's'cm? en la prueba #2.
Para las canastas de lomo la diferencia fue de 8 UFC entre la primera prueba (136
UFC’'slem?) y la segunda (128 UFC’s/cm?), diferencia que no es significativa pues es muy
reducida ademas de que de todas maneras se mantiene fueradel rango de un sitio limpio.
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Se pudo comprobar que la mesa de limpieza 3 (MLZ 03) es la que menos crecimiento de
UFC’s/lcm? presenta en las placas para ambas pruebas, a contarse 50 UFC's'cm?® en la
primera prueba y 59 UFC s/cm? en la segunda prueba. Si bien aumenté el conteo para la

segunda prueba, este siempre se mantuvo en el rango de un sitio limpio.

Contrariamente, en la mesa de limpieza 1 (MLZ 01) se reporta e mayor crecimiento
bacteriano a contarse 160 UFC's‘cm? y 119 UFC's’cm?® en las pruebas #1 y #2
respectivamente, manteniéndose fuera de los limites establecidos para identificarse como

un sitio limpio.

Finalmente en las muestras tomadas a lomo de atin y fleco limpio, se obtuvo un
crecimiento de 21 UFC’s/cm? para el lomo attin y de 44 UFC’s/cm? para el fleco limpio.
También se hizo un muestreo Quick Swab a las botas y se obtuvo un crecimiento de 139

t
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DISCUSION

Concentracion de Histamina

Precisar la concentracion de histamina en la materia prima que entra a la empresa
constituye un punto de control muy importante para el Aseguramiento de la Calidad de un
producto alimenticio, ya que al conocer este dato es posible predecir €l grado de ateracion
que puede alcanzar la materia prima durante e amacenamiento, al conocerse las
condiciones de refrigeracion de la empresa(RACCACH, 1989). Ademas de que se puede
reducir la posibilidad de alguna reaccion de hipersensibilidad inmediata en los posibles
consumidores del producto terminado, en este caso, atun enlatado.

Al redlizar las pruebas para determinar la concentracion
de histamina del pescado que entré6 a CENSA durante

. b las descargas, se encontrO0 que los controles con
e -

e e L concentraciones de 0, 2.5, 5, 10, 20 y 50 ppm estuvieron
bien en cada una de las pruebas, confirmando € buen

Figura 9 Coloraciones de los controles funcionamiento del equipo (Figura 9). Dichas

para la determinacion de la
concentracion de histamina. La
coloracion azul indica que € conjugado se
adhiri6 completamente en los sitios de
unién de los anticuerpos La degradacion
del azul a color rosado supone un aumento
en la concentracién de histamina en la
muestra.

concentraciones estan especificadas de esa manera para
que sSirvan de parametro para generar una curva

estandar, basandose en sus distintas densidades dpticas.

La prueba se llevé a cabo utilizando €l kit Veratox" para
Histamina que consiste en un andisis ELISA directo, en donde la histamina competira con
un conjugado (solucion de histamina ligada quimicamente a una enzima marcada) por |os
anticuerpos presentes en una placa de microtitulacion, comprobandose la especificidad de

los anticuerpos y la actividad catalitica de las enzimas para producir compleos coloreados

t

apartir de un sustrato.
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Esta prueba se considera ELISA directo competitivo, porque Lok
va orientada hacia laidentificacién de los antigenos, de manera M
gue e antigeno se adhiera a los anticuerpos de la placa de '
Figura 10. Pozos de

microtitulacion y se considera competitiva porque la histamina  microtitulacion.  Pozo de color
més azul indica menor histamina,

de la muestra debe competir contra el conjugado por 10s Sitios  coloracion rosada indica mayor
concentracion de histamina en la

de union en e antigeno. muestra

La histamina en la muestra es extraida por medio del diluyente buffer y es llevada a los
primeros pozos para ser homogenizada junto a conjugado. Luego se llevo a la placa de
microtitulacion recubierta con anticuerpos especificos para detectar la histamina y €

conjugado

El lavado con el wash buffer se hizo con € fin de deshacerse del conjugado y de la muestra
gue no lograron adherirse a los sitios de unidn o que simplemente no encontraron sitios de

unioén libres.

Nuevamente se comprueba que la relacion entre la absorbancia y la concentracion de los
controles genera un buen punto de referencia para obtener 1a concentracion de histamina en

|as muestras.

Al anadirse el sustrato se comprobé la actividad de la enzima del conjugado para producir
un compuesto coloreado de color azul, cuando se encuentra presente en la mayoria de los
sitios de union de los anticuerpos. Mientras que la solucion Red Stop se aplica para dar
color a aquellos pozos en los que hay cierta concentracion e antigeno en los sitios de union
por lo que e compuesto azul producido por la actividad enzimética del conjugado con €
sustrato es de menor intensidad, torndndose de un color rosado (Figura 11) de manera que
el color vaaser proporcional ala cantidad de conjugado que logré unirse alos anticuerpos.



Se observd que en la prueba #1, llevada a cabo € 30 de enero, se encontraron

concentraciones de histamina bastante bajas (<1 ppm) inclusive se logré determinar la

ausencia total de histamina en los pozos 7 y 8. En este ensayo se comprueba que la

| — Pozo

][ '|[ ][ ]ELAmicuerpos
= -l Conjugado
$ o Muestra

QOOY

Material

ﬂ ﬂ__ "~ Adherido

5 2 &
5 geSustrato
J > L%

[
Positivo | Negativo

!
Figura 11. Método EL I SA directo
competitivo. Conjugadoy muestras
compiten por lossitiosde union al
antiaeno.

relacion absorbancia-concentracion de histamina de los
controles va a permitir determinar la concentracion de
histamina de las muestras, esto por cuanto en esta prueba
la absorbancia para €l control con O ppm de histamina fue
de 1934, de manera que vaores superiores a esa
absorbancia obtenida en € control mostraran una
concentracion de 0 ppm de histamina. Esto explica
porque en los pozos 7 y 8 de esta prueba se revelo la
ausencia de histamina (0 ppm) ya que tuvieron una

absorbancia de 2,057 y 1,942 respectivamente.

Igualmente se puede observar como al obtenerse un valor
de absorbancia menor a del control de O ppm, la
concentracion de histamina va en aumento. Tal es el caso
de los pozos 9 y 12 que presentaron una concentracion de
0,2 ppm con absorbancia entre los 1, 858 y 1,87;
asimismo el pozo 10 revel 6 una absorbancia de 1,850 para
una concentracion de 0,3 ppm, mientras que € pozo 11
tuvo una concentracion de 0,4 ppm para una absorbancia
de 1,811.

Por otra parte en la prueba #3 se obtuvo la mayor concentracion de histamina reportada

durante la préctica a revelarse en e pozo 12 una concentracion de 4,3 ppm con 1,72 de

absorbancia, muy cercana a la absorbancia de 1,66 que se tuvo en € control de 5 ppm,

comprobandose nuevamente que la relacion entre la absorbancia y la concentracion de los

controles genera un buen punto de referencia para obtener la concentracion de las muestras.

En la prueba #2 efectuada el 19 de febrero, se encontré que la totalidad de las muestras

tomadas presentaron una concentracion de 0 ppm. Esta situacion pudo deberse a tres

factores:
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* El amacenamiento en & barco atunero fue muy eficiente y no permitié que la

actividad enzimaticay microbiana alcanzara al musculo estéril.
» Unamala preparacion de las muestras.
e Tadlade pescado.

Para la primera situacion se explica la ausencia de histamina debido a que €l primer sitio en
el que se produce la histamina es detras de las agallas del atin y es especificamente ese
lugar desde donde se dispersa por todo € tejido muscular al progresar la descomposicion
del pescado. Ademas se debe mencionar que la zona cercana a la cola es en la que se
produce gran cantidad de glucégeno, que posteriormente se convierte en acido lactico,
promoviéndose un ambiente ideal paralaformacion de histamina.

Seguin Aguilar (1985), €l atin vivo mantiene menos de 0.1 miligramos de histamina en sus
agallas y manifiesta que la formacion de histamina depende directamente de la temperatura,
de manera que a 32 °C se produce e mayor grado de histamina, mientras que la formacion
de este compuesto decrece al bagjar la temperatura, de modo que a 10 °C la formacion de

histamina en |os tejidos es muy lenta.

Sabemos que por la época en e que se realizd la captura y la distribucion de los
cardimenes, gque € atun ingresado a la planta en el mes de febrero se encontraba en aguas
del Océano Pacifico arededor de los 17 °C (segun distribucién descrita en por Joseph et
al; 1993), temperatura a la que la concentracién de histamina aumenta lentamente.

Se podria inferir que los procedimientos de captura estuvieron bien dirigidos y muy
probablemente utilizaron técnicas que incluyen una reduccion en e tiempo de arrastre
(posiblemente < a 2 horas), una muerte rgpida una vez dentro del barco y un inmediato
almacenamiento en condiciones de refrigeracion y congelacion, de forma que se pudiese

reducir latemperatura del atin a—2°C en menos de una hora.

Al reducirse la temperatura se tiene una muy baga actividad tanto enzimatica como
microbiana, que pudo evitar la transferencia de la histamina desde las agallas hasta los

tgjidos musculares, a no existir una descomposicion progresiva del pescado.
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Cabe sefidar que las muestras se obtuvieron del punto mas cercano de la cola por lo que
congtituyen el punto més aejado de la zona de concentracion méxima de histamina en el
atun (agallas). Sin embargo por la gran cantidad de écido lactico que se produce durante la
muerte del pescado, esta zona se convierte en una buena fuente para determinar la
concentracion de histamina, ya que se forma un ambiente que permite la accion de aguellas

bacterias responsables de esta reaccion (principa mente Proteus sp).

Aguilar (1985) cita que durante un experimento realizado a un atin capturado y mantenido
a 25 °C, se encontrd que la concentracion de histamina se mantuvo invariable durante 6
horas. Este experimento fue llevado a cabo por dos grupos distintos y ambos obtuvieron
este mismo resultado, aunque difirieron en la rapidez con que aumenta la concentracién de
histamina a partir de las 12 horas ala misma temperatura.

Esta conclusion obtenida en este experimento podria justificar la ausencia de histamina en
el atin muestreado en & mes de febrero, ya que permite inferir que se pudieron haber
cumplido con los procedimientos descritos anteriormente y si se sabe gue la concentracion
de histamina sera invariable por aproximadamente seis horas, los esfuerzos por lograr
almacenar a bagjas temperaturas € atln en un tiempo menor, permitirdn obtener méas
resultados como €l de la prueba #2, siempre gue no Se presenten roturas o golpes en €
pescado.

La otra situacion que podria explicar la ausencia de histamina en las muestras es la maa
preparacion de estas. Esto pudo haber sucedido a pasar € filtrado a la solucion diluyente
buffer donde se pudo haber transferido una cantidad menor ala especificada (100 pul) lo que
hubiese diluido alin mas la muestra, aunado a que posiblemente la concentracion presente

en las muestras eramuy bgja.

También podriamos explicar que la cantidad de histamina presente en € pescado no era la
suficiente para competir con €l conjugado por los sitios con |os anticuerpos de manera que
durante el lavado se hayan desechado la poca histamina que pudo haber contenido cada una
de las muestras.
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En lo que respecta a latalla del pescado, la ausencia de histamina pudo deberse al tamafno
del pescado que se utilizd para la prueba, ya que durante el descargue se tomaron muestras
de atunes enteros de unatalla >10 kg. Como para la prueba se toma € tejido més interno
del trozo de carne extraido de un pescado entero, la concentracién de histamina puede ser
nula, ya que €l tejido muscular -en condiciones naturales- es estéril para concentraciones de
histamina y debido alo grueso del pescado se retrasa la diseminacion de histamina por todo
el musculo del pescado.

En la prueba comparativa se observo que las muestras de atlin cocinado presentaron mayor
concentracion de histamina, frente a las muestras de atun crudo. Esto se explica a saber
gue la concentracién de histamina aumenta con la temperatura y va ligado a los cambios o
alteraciones del pescado al ir saliendo de larigidez cadavérica. Se observd como en €l atln
amacenado se encontrd la ausencia de la histamina en esos tejidos, mientras que € atin ya
limpio empezo6 a dar signos de desarrollo histaminico a presentar concentraciones de 0,4 y
0,9 ppm. Ademés se reportd una concentracion de O ppm en e pozo 12, pozo que fue

muestreado con atun limpio.

El aumento de la concentracion de histamina en los pozos 10 y 11 se debe a que € atin
pasa por un proceso de descongelacion muy largo y en agua, gque como Se vera mas
adelante, est4 contaminada con coliformes fecales. Durante este periodo la actividad
microbiana se hace méas notable contribuyendo a la degradacién de la histidina

promoviendo asi la formacion de histamina.

Actualmente la Union Europea establece un maximo permitido de 100 ppm, mientras que la
FDA lo ha fijado en 50 ppm. Por otra parte en e Codex Alimentarius se establece una

concentracion de 20 ppm como maximo en cualquier muestra tomada.



Analisis de Salmonella y Listeria

Estos dos métodos se trataran a mismo tiempo ya que tienen € mismo fin y la
determinacion de ausencia 0 presencia presuntiva de cualquiera de estos dos
microorganismos estan basados en e mismo principio. Para ambos casos la
determinacion se llevd a cabo mediante un test rapido para la determinacién cualitativa de

Listeriaspy Salmonellasp Reveal".

El test Reveal” es una prueba inmunocromética que posee una ventana redonda en donde
se coloca la muestra a evaluar, de manera que pueda migrar a través de una membrana de
nitrocelulosa hacia una zona de reaccion que posee anticuerpos marcados con oro,

especificos para cada uno de los microorganismos blanco. (Figura 12)

Ambas pruebas se basan en una técnica que permite la deteccion genérica del patdgeno,
Salmonella o Listeria, en materias primasy producto terminado. Primero se tiene unafase
de pre-enriquecimiento, donde la muestra es enriquecida en un medio nutritivo no selectivo,
que permite restaurar las células de Salmonella o Listeria dafiadas a una condicion
fisiologica estable. Esta funcion lacumple e medio REVIVE en la prueba para Salmonella
Sp, mientras que en la prueba para Listeria, €l preenriguecimiento es llevado a cabo con el
caldo Fraser (ver composicion en € Anexo 4).

Seguido a pre-enriquecimiento, se lleva a cabo un enriquecimiento con un medio selectivo
empleado con el propésito de incrementar las poblaciones de interés, e inhibir otros
organismos presentes en la muestra. De modo que para Salmonella se utilice e medio
Rappaport Vassiliadis o Selenito Cistina (composicion en el anexo 4), siendo el primero, €
mas recomendado para productos pesgqueros. Mientras que el medio BLEB (acrénimo en
inglés de Buffered Listeria Enrichment Broth) cumple la funcion de medio selectivo en la

prueba para Listeria.

Finalmente se lleva a cabo la deteccién genérica por inmunocromatégrafia al utilizar
anticuerpos especificos tanto para Salmonella como para Listeria.
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En las pruebas redizadas a las materias primas durante el descargue se encontré que las
muestras eran, presuntivamente, negativas para Salmonella spp y Listeria sp. Sellegb a
esta conclusion al mirar € resultado de las placas inmunocromaticas en donde solo se
marcd una linea en la zona de reaccién, correspondiente al control agregado de la pruebay

gue permite comprobar el buen funcionamiento de la placa.

Ventana de
& |noculacion

Figura 12. Descripcion de los componentes que forman parte de una placa de ensayo

inmunocromatico.

El mismo resultado se obtuvo para aguellas muestras tomadas del atin que se encontraba en
la camara de almacenamiento.

En este tipo de prueba la muestra enriquecida se coloca en la ventana de inoculacion desde
donde llega a la zona de reaccién que contiene anticuerpos especificos para e patégeno
blanco (Listeria o Salmonella) conjugados con particulas coloreadas. Si € organismo

blanco esta presente, sus antigenos se uniran a los anticuerpos conjugados.

Esta unién provoca la formacion de un complejo antigeno-anticuerpo que migra por toda la
membrana desde la zona de reaccion. En la membrana existe una zona de anti-anticuerpos
del organismo blanco que captura e complgo y muestra una coloraciéon visible. Se
recuerda que esto eslo que sucede si € organismo blanco esta presente.

El resto de la muestra continua la migracién hasta € fin de la membrana pasando por la
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zona de control que se presenta visible al pasar la muestra.



Anédlisis Sensorial al Producto Terminado
Este tipo de andlisis permite determinar que se estén cumpliendo los parametros de

produccion del producto, ademas tiene la ventaja de ser econdmico y rapido. (AGUILAR,
1985)

Estos pardmetros se controlan por su importancia no solo en € ambito de salud, sino
también anivel estético y econémico del producto. (anexo 5)

El pardmetro de espacio libre es muy importante pues va a permitir que e producto tenga
suficiente espacio para dilatarse segiin las diferentes temperaturas a la que es sometido
durante e proceso de elaboracion.  El vacio va ligado a este parametro y es muy
importante para evitar presiones internas excesivas en las latas en la autoclave, ya que esto

deformalos sellos, o que aumenta el potencial de deterioro por infiltracion.

El tradape se midio ya que de el depende la eficiencia con que se esta llevando a cabo €l
doble cierre delaslatasy que les confiere hermeticidad. Un traslape muy bajo pondra en

peligro lahermeticidad de los envases.

También se evalud la concentracion de sal (NaCl) en e liquido de gobierno y en la carne de
atin mediante e uso de un conductimetro que permite determinar la concentracion de sal
en las muestras. Una concentracion de sal éptima es agquella que tendra entre 1y 1,5%, ya
que esta es una concentracion gque permite reducir la actividad del agua (Aw) del alimento
sin alterar considerablemente e sabor del producto. Ademés le confiere a alimento una
propiedad bacteriostética, que es la capacidad de la sal de inhibir € crecimiento de
microorganismos, por disminucién de la solubilidad del oxigeno en e agua, eliminando la
posibilidad del desarrollo de bacterias aerobias y contribuye a que se produzca la

plasmdlisis de la célula bacteriana.

Para esta prueba se obtuvo una concentracion de sal menor a 1% en todas las muestras
razon por la cual se otorgd un valor de 2 puntos en la calificacion del parametro por no
cumplir con la concentracion ideal de sal (ver anexo 5). Se restan estos dos puntos de la
calificacion total ya que a no cumplir con el parametro propuesto se reduce el efecto,

anteriormente descrito, de lasal en el producto terminado.
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Latextura, serefiere as lacarne del producto enlatado es firme, blanda o pastosa, de modo
gue puede comprobarse que cumpla con la presentacion del atin enlatado. La forma o
estructura de la pastilla de atiin a ser sacada de |la lata también es evaluada, ya que un atin
gue al ser sacado de lalata presenta un alto porcentaje de carne desmenuzada, indica que se
le ha agregado mucho fleco a producto o que la carne probablemente se encontraba un
poco disgregada desde el mismo momento en gque se enlatd. En este punto se unifican la
textura y forma de la pastilla para verificar que el producto terminado, esta en buenas

condiciones.

Otros parametros de control son €l olor y & sabor, estos pardmetros son muy importantes ya
gue indican e grado de alteracion o contaminacion que el producto pudo haber sufrido
durante su eaboracion. Se pudo determinar que no existieron variaciones en la
presentacion normal del producto como lo serian un sabor amargo, picoso, quemado o muy

salado y un olor desagradable que indicara contaminacion o una ateracion del producto.

De igua forma se verificd la presencia de material extrafio en cada una de las latas
muestreadas. Con este pardmetro se evalla la eficiencia con que se estan llevando a cabo
las labores de limpieza del atun, por lo que se busco cualquier material ajeno a producto y

gue constituyera una fuente de contaminacion fisica.

Algunos g emplos de material extrafio que podrian caer en € producto son trozos de pid y
espinas, sin embargo dadas las condiciones en gque se trabgja en CENSA, también se podria
encontrar materia extrafa proveniente de fragmentos de |as canastas plasticas, en las que se
lleva el atin pelado a las llenadoras, asi como fibras de las esponjas pulidoras utilizadas
para € lavado de los equipos de llenado, que quedan retenidas en las parrillas de las

llenadoras y que eventualmente podrian caer en los alimentos.



Se observé a hacer un andlisis de correlacion que las diferencias en los pesos de las
muestras no son significativas en el llenado y a pesar de que son variables, se mantienen
cerca del peso predeterminado en la etiqueta; que para la presentacion del atun “azulito”
(lomo en trozos 110g) se establece un peso neto de 110 g y un peso escurrido de 82 g. En
el caso del peso neto se observo que se cumple en un 100% ya que a promediar las cuatro
muestras tomadas (110 —109 — 111 — 110) se obtuvo un peso de 110 gramos, mientras que
en e caso del peso escurrido a promediarse los pesos de las muestras (82-81-83-84) se
obtuvo un promedio de 82,5 g, de manera que se puede inferir que la produccién de ese dia
tendriaun */. 0,5 g de diferencia con respecto alo especificado en |a etiqueta.

Por su parte en la presentacion de atan “azul” (lomo en trozos 307x209) € peso escurrido
se ha establecido en 125 g, un poco mas bajo que e de las muestras en las que se obtuvo un
peso promediado de 127 g. En el caso del peso neto este se ha sefidado en 170 g, peso
gue no pudo ser cumplido en e lote muestreado, ya que todas las muestras sobrepasaron
ese peso en una diferencia promediada de 9 g, con una diferenciacion maximade 15 gy
una minima de 6 g, valores muy por encima de los aceptados por |la Norma Técnica de
Aseguramiento de la Calidad para Atun Envasado, que establece que para la presentacion
de 307x109 se permite una variacion méximade 3.5 g en €l peso neto.

Se pudo observar que e peso escurrido se mantuvo dentro de lo establecido en la norma
antes mencionada (variacion maximade 3,5 g), por lo que la gran variacion en € peso neto
no se debid exclusivamente a afadir mas carne de la cuenta, sino que pudo deberse a que

se agreg0 una mayor cantidad de los liquidos de gobierno en las latas.

Este aumento en e peso neto trae consigo una pérdida econdmica para la empresa a
utilizar mucho mas insumos de los que se necesitan, ademas otras implicaciones de tipo
estético para las latas, ya que estas se ven mas llenas y se observan como abombadas, por 1o
gue en centros de distribucion no son aceptadas por prevencion, ya que no existe una
certificacion que indique que dicho abombamiento se debe a que se agregd mucho mas
producto. De manera que se tienen que desechar gran cantidad de producto

i nnecesari amente.
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Este llenado excesivo también reduce € espacio libre y € vacio en las latas con la
consecuente alteracion de los cierres debido a las presiones internas a las que se somete la
lata en € autoclave, aumentando la posibilidad de que exista contaminacién por
infiltracion. (GARCIA, 1992)

Finalmente la calificacién total indica el grado de calidad del producto segun la Norma
Técnica de Aseguramiento de la Calidad para Atin Envasado propuesta por € Instituto
Nacional de la Pesca (anexo 5), ya que segun esta norma existen tres grados de calidad que

son los siguientes:

1%¢ Calidad: 90 — 100 puntos.
2% Calidad: 80— 89 puntos.
3%4 Calidad: 75— 79 puntos.

De modo que la calificacién total obtenida para cada una de las muestras (98) permite
asegurar que €l producto producido es de primera calidad, ya que todas sus caracteristicas

son muy buenas.

Concentracion de Sal en la Materia Prima
La concentracion de sal en la materia prima es un punto de control que permite larecepcion
0 rechazo de los atunes enteros provenientes del barco. El limite establecido por la

compariia es de 2,5% de concentracion de sal.

La penetracion de la sal es progresiva debido a gradientes de potencial osmatico entre los
tejidos musculares del pescado y € entorno que los circunda durante su almacenamiento, de
manera que la concentracion de sal es mayor en lapiel y en las primeras capas musculares;
€s por eso que para las pruebas se extrajo € tejido més cercano a la columna vertebral del

atun.

El pescado grande (talla >10 kg) posee menor &rea de superficie por kilogramo, mientras
que €l pescado pequefio (talla 2-3Y2 kg) posee una mayor area de superficie por kilogramo.
De manera que el contenido de sal por kilogramo es mayor en e pescado pequefio.
(AGUIRRE, 1988)
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En los resultados se observa que hay 15 muestras en la concentracién de 0 — 0,5% de sal, de
las cuales 13 corresponden a atunes de talla >10 kg; mientras que solo 2 muestras
correspondieron a pescado pequefio.

Por el contrario la Unica muestra que superé la concentracion de sal permitida fue obtenida

de un pescado peguefio de la especie conocida como skipjack o barrilete.

Larazon por la que este pescado poseia una concentracion tan elevada de sal pudo deberse
alo manifestado por Aguirre (1988), de que a menor tamafio mayor concentracion de sal en
el tgjido muscular, pero también pudo deberse a que quizas fue de los Ultimos pescados en
ser sacados del contenedor y estos siempre presentan concentraciones altas de sal como
consecuencia de que la sal precipitay se va acumulando en el fondo por lo que los ultimos

pescados se ven sometidos a un estrés osmaotico mucho mayor.

Anélisis Microbiologicos Para Aguas de Uso Industrial
Los andlisis de recuento total solicitados a laboratorio certificado CEQIA TEC se hicieron

para verificar la calidad del agua que se utiliza en puntos importantes del proceso de
enlatado de atin. Los andlisis solicitados incluyen aguas que se utilizan en los procesos de
descongelado, enfriamiento y produccion de higlo.

La muestra tomada del area del callgjdn es utilizada en e proceso de descongelacion del
atin y es sacada del subsuelo (pozo). Se encontré que la muestra contenia 9.0 x 10°
microorganismos en € recuento total, de los cuales se determiné la existencia de 920

coliformes totales y 49 coliformes fecales.

Este dato es muy preocupante ya que a estos valores se le debe de agregar que es un agua

no potable y que tampoco es clorada.

Esta condicion del agua empleada en CENSA es claramente censurada en la seccion de
Higiene de los Alimentos del Codex Alimentarius (Vol I, 1991) en donde se establece
como principio general que “en la manipulacion de los alimentos solo debera utilizarse

agua potable...” .
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El problema es que € atiin congelado es colocado en las pilas de descongelacion durante
aproximadamente 8 horas, tiempo suficiente para que se inicie un proceso de
descomposicion del pescado al salir de la fase de rigor mortis y pasar a la fase de post-
mortis en donde se producen alteraciones como consecuencia de la reactivacion de las
actividades enzimaticas y microbianas. El aumento de la temperatura del pescado induce

laformacion lenta de histamina através de los tejidos muscul ares.

Sin embargo esto no es tan critico ya que el atun, alcanza una temperatura maxima de 4°C,
luego de transcurrido el tiempo de descongel acion, temperatura en que la velocidad de las
reacciones es muy lenta por lo que no se observan ateraciones palpables en € atin; pero
tampoco debe de obviarse que €l agua del callgjon constituye un riesgo parala salud, por la

gran cantidad de coliformes presentes en el agua.

Por otro lado la prueba a agua de los autoclaves y que se utiliza en € enfriamiento de las
latas mostré un resultado de 3.0 x 10% en e recuento total, a pesar de que esta es agua
potable obtenida del alcantarillado publico y almacenada en un tanque en la empresa. Se
dedujo que la contaminacion del agua utilizada para €l enfriamiento proviene, en gran

parte, del tanque de almacenamiento.

Segiin RACCACH (1989) & agua de enfriamiento es la responsable inmediata de la
contaminacion microbioldgica causada por infiltracion en un aimento enlatado, por lo que
es importante que € agua utilizada en el enfriamiento no esté contaminada para reducir la
probabilidad de infiltraciones en el producto terminado.

Se encontrd que € agua de enfriamiento posee 300 UFC/ml, lo cual implica que en una
gota de agua hay 15 UFC, ya que se acepta que en un mililitro hay 20 gotas de agua. Bgo
esta condicién, los sellos de los envases deben de proteger contra la entrada de 1/15 parte

de una gota de agua para evitar la contaminacion bacterial del producto.



Se pudo inferir que s las latas son llenadas excesivamente, como pudo apreciarse en €l
andlisis sensorial del producto terminado, se puede llegar a tener problemas de
contaminacion por infiltracién, sin embargo esto nunca ha sucedido ya que todos los lotes
de produccién han logrado pasar eficientemente la cuarentena de 10 dias predeterminada
por la empresa, lo que indica que de existir contaminacion por infiltracion esta no

contempla bacterias formadoras de gas ya que no se observaron indicios de hinchazon.

Tampoco se debe de descartar la posibilidad de que la contaminacion incluya bacterias del

tipo “flat sour” resistentes a calor y que provocan un aplanamiento en las latas.

Pruebas de Omnipresencia

Esta prueba se realizd con e objetivo de evaluar los procedimientos de limpieza de la
empresa y e uso de los quimicos utilizados para la desinfeccion de los equipos y del
personal. El recuento delas UFC se realizd con un sistema de dos lupas, la primera con un

aumento de 4X y la segunda con un aumento de 2,45X.

Se considerd el parametro establecido por la International Technical Foods Services en €
que se especifica que un sitio limpio es aquel que se encuentra en un rango de 10-100
UFC/cmz,

Se readizaron pruebas de omnipresencia utilizando el método de contacto directo, a
aquellos puntos en donde € sitio entra en contacto directo y constantemente con las manos
del personal. Se incluyd la banda del Carruther que es en donde los empleados colocan
manualmente el atin y lo van compactando de manera gque o tocan con las manos en todo
momento. El otro punto fue la mesa de revision de fleco que es en donde se limpia €l fleco
de carne oscura y espinas, por lo tanto entra en contacto directo con las manos del personal.

Finalmente se muestrearon las manos del personal.

Estos muestreos se llevaron a cabo con e método directo porque permiten recoger datos
mas representativos de la zona muestreada de una manera mas rapida y segura de que se

obtenian todos los microorganismos que se encontraban en € érea designada para €l
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El méodo de control ambiental se llevd a cabo en tres areas muy importantes para €l
proceso como lo son € &rea de limpieza, € areade destace y la camara de hielo.

Se escogio este tipo de muestreo en estos sitios para determinar € grado de contaminacion
a cual estan expuestas las materias primas en distintos momentos del proceso y que
podrian considerarse como lugares de riesgo ante contaminantes externos.

Por ultimo se usd e método Quick Swab en aguellos puntos dificiles de muestrear o que
presentaban irregularidades en la superficie, de manera que se permitiera obtener un

recuento completo del 4rea seleccionada (20 cm?)

Las pruebas se redizaron inmediatamente después de haber concluido la limpieza
preoperacional en la compafia, con €l objetivo de que se pudiera observar una reducida
cantidad de UFC a haberse desinfectado recientemente y que se cumpliera con el

pardmetro 6ptimo de limpieza, 10- 100 UFC/cm? en un lugar limpio.

Para la primera prueba se encontrd0 que en la banda de los Carruthers e crecimiento
microbiano fue muy numeroso para contar (MNPC) un dato que revela lo poco eficientes
gue son los procedimientos de limpieza en CENSA, ya que la muestra se tomd
inmediatamente después de concluir €l preoperacional en donde al equipo se le aplicd vapor
durante ocho minutos, se lavé con jabon y abundante agua y se le afiadio una cantidad
imprecisa de amonio cuaternario. Ademas los operarios todavia no habian tenido contacto

con la banda pues todavia no habian empezado alaborar.

Se consider6 la posibilidad de que la carga bacteriana en la banda del Carruther seatan alta
gue no se haya podido reducir a minimo, sin embargo dadas las condiciones y la
aplicacion gue se hace de vapor se considera gque esta posibilidad es bastante remota como
para que se haya dado este resultado.

Asimismo se debe mencionar que las bandas son de un materia poroso que dificulta las
labores de limpieza, favoreciendo el desarrollo microbiano en esa area.
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El muestreo realizado a tanque del Carruther mostré que el nimero de UFC slem? se
mantuvo por encima del parametro establecido para un lugar limpio (CTL 01: 121
UFC's/lcm?, CTL 02: 188 UFC’'s/cm? ). Este caso es un poco distinto a anterior ya que en
este e hisopo se colocd en un caldo letheen, € cual permite e desarrollo bacteriano e
inhibe la actividad desinfectante del amonio cuaternario, mientras que para las bandas del
Carruther a ser un muestreo directo se recogian residuos del amonio que hubieran reducido

el crecimiento microbiano, sin embargo esto no se dio.

Se presume gue la razén por la que & crecimiento es tan ato en las bandas de ambos
Carruthers es porque los operarios no aplican directamente vapor sobre la banda, sino que
se concentran en los rotadores y tanque de los Carruther, de manera que se limita el efecto
esterilizante del vapor debido a las altas temperaturas. Sin embargo esta justificacion no
explicariaporqué e tanque tiene un conteo tan alto de UFC en las muestras.

La respuesta podria enfocarse hacia la eficiencia del amonio cuaternario utilizado como
desinfectante, ya que como se menciond antes, este amonio no tuvo un efecto residual en la
prueba a las bandas de los Carruther ya que no limité e crecimiento bacteriano en un
muestreo directo en el que ademés de |os microorganismos también se recogen |os residuos

del desinfectante empleado, en este caso el amonio.

Lo anterior nos hace suponer que €l amonio cuaternario no esta siendo eficaz, esto podria
deberse a varias situaciones; la primera de €ellas involucraria la concentracion del amonio
cuaternario gue se usa ya gue este se agrega en una cantidad no medida en un recipiente de
14 litros para hacer el lavado, de manera que es casi un hecho que la concentracién de

amonio no alcanzalos 700 ppm que requieren para la desinfeccion de equipos.

Otra situacion podria deberse a que no se le esta dando un tiempo prudencial para que €
amonio pueda reaccionar y mantener su actividad desinfectante, se menciona esto porque

los operarios lavan con agua el amonio tres minutos después de haberlo aplicado.
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Finalmente se determind que es €l tipo de amonio cuaternario € que es ineficiente para esta
industria, ya que durante el tiempo de practica se utilizd Cloruro de Benzalconio, un
desinfectante activo contra bacterias grampositivas, pero que presenta la desventgja de ser
inactivo contra esporas y de inactivarse en presencia de materia organica y jabones

anionicos.

La inconveniencia de usar dicho amonio se extiende a que no debe de aplicarse a
instrumentos de metal ya que es corrosivo para este tipo de instrumentos, ademas se
contamina facilmente con bacterias gramnegativas, de modo que posiblemente sea una
fuente de contaminacion para los equipos en lugar de evitar €l crecimiento bacteriano.
Ademas e almacenamiento en la planta es en un sitio muy caliente, condicion gque afecta
considerablemente las propiedades del compuesto. Finamente se considera como un
desinfectante de uso hospitalario para pisos y otras areas comunes por |o que su uso en la

industria alimentaria es compl etamente indtil.

La ineficacia del amonio se extiende a las manos del personal, ya que parte de los
procedimientos de limpieza para la entrada ala planta involucran sumergir las manos en la
solucion con amonio cuaternario, debido a esto se realizd una prueba para verificar s e
amonio perdia su accién desinfectante entre la primer persona que entré a la planta frente a

la tltima que paso por e lavamanos.

El resultado obtenido (MP 01: 160 UFC'slcm? MP 02: 173 UFC's/cm?) no revel6 una
diferencia significativa que comprobara la hipotesis propuesta, pero comprob6 unavez mas
gue € amonio no funciona ya que las personas muestreadas se separaron 5 minutos para

que pusieran sus dedos en la placa.

Las pruebas a las mesas de limpieza mostraron que, con excepcion de la mesa #3, no se
encuentran dentro del pardmetro de un sitio limpio a sobrepasar las 100 UFC' s'cm?

permitidas.

La razén por la que la mesa #3 se mostré como un sitio limpio (MLZ03: 50 UFC’s/cm?)
podria deberse a que en ella casi no trabagjan personas en la labor de pelado, por 1o que la

carga bacteriana puede ser reducida, contrario a las otras mesas en donde la desinfeccion,
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En lo que respecta a las canastas pléasticas se encontré que esta labor es muy deficiente ya
gue Unicamente se lleva a cabo con agua y jabén sin aplicar ningun otro desinfectante y se
comprobd al observar que en una canasta de fleco recién lavada se encontré la placa con
crecimiento bacteriano MNPC. Estas canastas son usadas para contener € fleco y pueden
pasar en esas canastas casi dos horas por 10 que resulta critico que antes de iniciar €

proceso se encuentren con una concentracion alta de microorganismos en la canasta.

En las pruebas de control ambiental se observé que se sobrepaso e limite de un lugar

limpio en los tres sitios muestreados (destace, limpiezay camara de hielo).

Los muestreos en el area de destace y sala de limpieza se realizaron en un momento en €l
gue se encontraba € mayor pico de actividad en esas areas por 10 que resulta comprensible

lamovilidad de gran cantidad de microorganismos en € aire.

Se observé que en el muestreo SLZ02 se reportaron 179 UFC’ s’em? mientras que en SLZ01
se contaron 154 UFC'slcm?  esta diferencia pudo deberse a que e muestreo SLZ02 se
ubico cerca del érea de sellado en una zona en donde la temperatura es més atay hay gran
movimiento de personas de una sala a otra, por lo que esto influyd en @ crecimiento

bacteriano en las placas.

La camara de hielo obtuvo un valor muy alto, 160 UFC’s/cm? pero pudo deberse a que en
ese momento habian personas dentro de la camara de hielo, ademas de que una de las
compuertas se encontraba abierta. Estos eventos pudieron haber afectado el conteo en un
sitio en donde, se supone, deberia de haber poco desarrollo microbiano en € aire debido a

la poca circulacion de aire y baja temperatura.

Para la segunda prueba se hicieron ciertas medidas correctivas para intentar mejorar los
procedimientos de limpieza, sin embargo en las pruebas a los Carruther no se observo
ninguna diferencia con respecto a la primera prueba, por € contrario se empeoré en el caso

de los tanques.

Se observo que se produjo una reduccion significativa en los muestreos a la mesa de
limpieza en donde las mesas #2 y #3 se reportd un conteo de UFC en e rango de 10 —100

UFC's/em? indicando que €l sitio esta limpio.
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Igual resultado se observo en la mesa de fleco en donde el conteo se redujo en casi un
300% con respecto a la primera prueba, ademas de que se encuentran dentro del rango de
un sitio limpio (MFCO01:365UFC’ s'cm?, MFC02:51 UFC’ s/'cm?).

En lo que corresponde a control ambiental, se observd una reduccion bastante significativa
en la sada de limpieza ya que se pasd de 153 UFC's’cm® en la primera prueba a 3
UFC's/lcm? en la segunda, esto pudo deberse a que en la segunda prueba € muestreo se
realizo apenas una hora después de haber empezado a laborar por lo que € movimiento de
las personas y € constante desplazamiento de una sala a otra no habia sido tan constante,

reduciendo el movimiento de aire en la salade limpieza.

Para finalizar se realizaron pruebas a lomo y fleco de atin haciendo una dilucién 1/10 en
donde se observé que para el lomo de at(in se contaron 21 UFC’ s/cm?, mientras que con el

fleco se llegaron a contar 44 UFC' s/cm?.

La diferencia existente para e conteo de UFC, entre e lomo y fleco, se debe
principalmente a la manipulacion extra a la que es sometido € fleco a ser revisado para

t

limpiarlo de carne oscura, espinasy piel.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

< Las practicas de aseguramiento de la calidad protegen la salud del consumidor,
minimizan las pérdidas econdmicas que se producen como consecuencia del deterioro

de los alimentos y aumentan lavida Util del producto.

< Seencontré que € kit Veratox[1 utilizado para la determinacion de histamina mediante
un ELISA competitivo directo, permite que este inmunoensayo se realice con gran

rapidez y de forma rutinaria a un precio relativamente bajo.

<> La coloracion de los pocitos en la prueba de histamina estd proporcionamente
relacionada con la concentracion de histamina. Entre mas alta es la concentracion se
produce una coloracion rosada. Si la concentracion es bagja € color es azul ya que €l
conjugado logré ocupar una mayor cantidad de puntos de union alos anticuerpos, por 1o

gue la enzima conjugada puede reaccionar con el sustrato.

< Se considera necesario realizar pruebas de histamina una vez a la semana a pescado
gue se encuentra almacenado en las tres camaras de la compariia, para prevenir posibles
aumentos en la concentracién de histamina por fallos en e control de las temperaturas
de amacenamiento de las materias primas en la compafia

<> Enlo posible se deberia de solicitar un reporte en € que se indigue |os procedimientos
de captura y almacenamiento en frio empleados en e barco, de manera que se tenga un
punto de referencia que permita inferir la etapa post-mortem en la que se encuentra el

pescado.

< Se deberian de tomar muestras de las agallas ya que este es &l punto, segun laliteratura,

en donde se encuentrala mayor cantidad de histamina en e pescado.

< La maxima concentracion de histamina fue de 4,3 ppm muy por debajo del parametro

maximo admitido que es de 20 ppm para las materias primas.

< El test para laidentificacion rapida de microorganismos patdgenos Reveal " es efectivo

para determinar la presencia presuntiva de Salmonella spp y Listeria sp utilizando
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Este tipo de test son bastante Utiles en la industria dadas |as condiciones que presenta €l
laboratorio de la compafiia, ya que su eliminacion es fécil y su lectura no requiere de

mucha interpretaci on.

La sencillez de la preparacion, la rapida interpretacion del resultado, la facilidad con la
gue se pueden descartar y €l poco espacio que ocupan a amacenarse, hacen de las
placas inmunocrométicas un elemento valioso para realizar pruebas de determinacion

de patdgenos en laindustria de alimentos.

Todas las pruebas inmunocromaticas resultaron negativas para los organismos blanco

que se querian determinar.

Las pruebas presuntivas de Listeria sp y Salmonella spp podrian eliminarse como
requisito indispensable para aprobar |a recepcion de materias primas, ya que € riesgo
por contaminacion con estos microorganismos se ve minimizado gracias a tratamiento

térmico que posee el proceso.

El agua empleada para llenar las pilas de descongelacion constituye un riesgo para la
salud dada la cantidad de microorganismos y coliformes fecales encontrados en un

analisis microbiol égico.

El agua utilizada para el enfriamiento debe de ser clorada para mantener un residuo de
cloro mensurable a final del enfriamiento (0.3 ppm como minimo).

La preservacion segura de los alimentos enlatados depende de (@) la aplicacion de calor
hasta un nivel necesario que asegure la esterilidad comercial, esto se comprueba
mediante la realizacion de curvas de penetracion de calor que deberdn de realizarse
trimestralmente, (b)el uso de un doble sello en el envase que evite la reentrada de
microorganismos y (c)el uso de procedimientos en € mango de los envases que
protejan su integridad una vez procesado €l producto ya que el manegjo rudo del envase

puede ser lamayor causa de contaminacion por infiltracion.
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Se debe de calibrar e sensor de la llenadora para evitar variaciones en los pesos y €
llenado excesivo delas latas, con € fin de reducir la posibilidad de alteraciones fisicas
en las latas debido a las presiones internas que se producen en e autoclave y que se ven
afectados por lareduccién en e vacio dentro de la lata.

Se debe de proponer un protocolo para € lavado de los tanques de almacenamiento de
agua en € que se incluya la frecuencia con gque se deben de limpiar (quincena mente)
asi como el detalle de los desinfectantes que se utilizardn, con € fin de evitar una

mayor contaminacion del agua de enfriamiento.

Las pruebas de vida Util se realizan a cada lote de produccion a colocar una muestra de
cuatro latas en incubacion a 37°C durante 10 dias. Posteriormente se incuban por €

mismo periodo de tiempo a 55°C.

El andlisis sensorial del producto terminado permite comprobar que la produccion se
llevo a cabo de la manera prevista, de manera que el producto terminado cumpla con

todas las especificaciones de la empresa.

Se determind que las cargas bacterianas en las areas de proceso de CENSA son muy
altasy los procedimientos de limpieza son poco efectivos para reducir esa carga.

El nmero y los tipos de microorgani smos presentes en un alimento enlatado al entrar a
procesamiento térmico dependen de (a)la materia prima, (b)el equipo utilizado para
manipular € atin, (¢) € agua de la planta que tiene contacto con el alimento y (d)la

transferencia de microorganismos por manipulacion directadel alimento.

El compuesto de amonio cuaternario, cloruro de benzalconio, utilizado en la compaiia
es completamente ineficiente para la desinfeccion de los equipos de llenado y manos
del personal, por lo que es necesario degjar de utilizarlo inmediatamente en todos los

procedimientos de limpieza de |a compafia.

Los operadores de las méquinas deben de usar guantes y tapabocas durante sus labores

parareducir la posibilidad de contaminacion en el producto.
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<>

Las bandgjas plésticas deben de ser limpiadas con un desinfectante, ademés del aguay
jabon empleados, para poder bgar la carga bacteriana. También se deberian de
sumergir en agua caliente (90-95°C) para contribuir areducir la carga bacteriana.

Se propone que se utilice gluconato de clorhexidina para la desinfeccion de las manos
del personal, ya que este posee un nivel de accion ato por su condicion de antiséptico y
su efecto residual.

Se consideré necesario la aplicacion correcta del vapor en todo e Carruther,
especificamente en las bandas, para disminuir la carga bacteriana, antes del lavado y
aplicacion del desinfectante. Ademés se deben de cambiar |as bandas de los Carruther
ya que esta es de material poroso, lo cual favorece la permanencia de microorganismos

en labanda, dificultando lalimpieza en esa area.

Se requiere la implementacion de un programa de muestreos a los principales sitios del
proceso para poseer un punto de control exigente para verificar y optimizar los

procedimientos de limpieza.

Las placas Petrifilm son un excelente instrumento para redizar pruebas de
omnipresencia de microorganismos porque su utilizacion es muy sencilla, fécil de
aprender y sobre todo puede descartarse rgpidamente. Dadas las condiciones de trabajo

existentes en la compafia son quizas el mejor método que se puede utilizar.

Se recomienda el uso permanente de placas Petrifilm especificas para coliformes,
estreptococos, hongos y levaduras para hacer mucho mas especifica la identificacion de

los microorganismos y asi poder dirigir acciones correctivas especificas.

Las placas Petrifilm presentan la desventgja que no permite una adecuada dispersion de
una muestra alrededor de una placa'y mucho menos el aislamiento de colonias, por |o
que el dato de Muy Numeroso Para Contar se presenta con mucha frecuencia, por lo
gue este tipo de andlisis, debera ser utilizado, Unicamente para control preventivo, ya
que el conteo de UFC es dificil y muy poco preciso.

En caso de utilizar este sistema, se recomienda reducir el &rea de muestreo para que se
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Anexo 1. Diagrama de Flujo para la Elaboracion de Atun Enlatado.
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Anexo 2. Metodologia de la prueba Veratox® para Histamina

Se agreg6 100ul de
cada uno de los
controles y de las
muestras diluidas
en el buffer en sus
r espectivos pozos.

Cuidadosamente se
volted la placa de
microtitulacion

para desechar los
remanentes de
liqguido en los
poZzos.

Se afiadieron 100pl
del conjugado en
los pocitos de la
placa de
microtitulacion
marcada con e
fondorojo.

Se agreg6 100pl del

sustrato en los
pozos con
anticuer pos,

usando una pipeta
de 12 canales y
puntas estériles. Se
dgj6 incubando 10
minutos

Se mezcl6 y se
transfirieron 100ul
a la placa de
microtitulacion con
pozos recubiertos
con anticuer pos.

Se incub6 por 10

minutos.

Se transfirio 100l
de Red Stop a los
pozos recubiertos
con anticuer pos.

Se descart6
liquido de los pozos
con anticuerpos y

se hicieron tres
lavados con €
Wash Buffer.

El resultado se leyo
usando € lector de

la placa de
microtitulacion con
un filtro a 650 nm.
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Anexo 3. M etodologia de las Pruebas con Placas | nmunocr omaticas

Prueba Reveal® para Listeria sp.

En muna bolsa esteril =se
agregd la muestra al caldo
de pPre-enrigquecimiento
Fraser. Se homogenizo e
incubo a30°C por 21 horas

Se lleve 100 pl del caldo a Se transfirierom Zml
10 ml de BLEB v se del o de
incubdé a 30°C por 21
horas

enrigquecimiento a un

tubo de vidrio

Ze colocd el tubo en batio Be enfria la muestra A4 Se deja reposar la placa
maria a S0 “C durante 20 temperatura ambiente ¥ se Jurante 20 minuotos. Si
manutos afiadié 135 pd a la ventana del e ghservan dos lineas el
dispositdivo de prueba. test e= positivo, =i solo
aparece una la prueba

es negabtva.

o —

Luego se rehidraté el g q; . =

Se reludrate el Se adiciond la el medio

medio de pre- muestra v se medio selectivo de zelectivo a la mmunestra

enriguecimiento incubo a37 °C enriquecimiento. preenriquecida e

REVIVE durante cnatro incubar a 43 o0
hnra= durante 16 horas

Se obtuvo una Se colocaron 3 Leer los remltados
muestra de liguido gotas en 1a wisunalmente 20
despuéz del peniodo ventana de la minutos despueés.
de enriquecimiento ¥  placa

enfriarlo a

temperatnra

ambiente durante 25

minutos

-



Anexo 4. Medios de Enriquecimiento Selectivo

Descripcion y composicion quimica de algunos de los medios de cultivo utilizados en las
pruebas inmunocromaticas.

< Rappaport Vassiliadis (RV) para Salmonella sp.
Es un medio de enriquecimiento selectivo, empleado con el propésito de
incrementar las poblaciones de Salmonella e inhibir otros organismos presentes en

la muestra blanco. Este medio es recomendado cuando se trabaja con productos
de pescado tales como harinas, pescado crudo, cocido o enlatado.

Férmula de Preparacion:

SOLUCION A Solucion B Solucion C
Cloruro de magnesio Oxalato deverdede
Triptona5,0g hexahidratado 400 g malaquita 0,4 g
Clorurodesodio8g Agua destilada 1000 ml Agua destilada 100 ml
Fosfato de potasio

dihidrogenado 1,6 g

Agua destilada 1000 ml
PREPARACION

Disolver los componentes en Disolver e cloruro de Disolver € oxalato de verde
agua por calentamiento magnesio en agua. de malaquita en agua.
cercanoa 70°C Como esta sal es muy Conservar en frasco ambar a

higroscopica es conveniente temperaturaambiente

disolver el contenido entero

de cloruro de magnesio, tal

modo que la concentracion

dela solucién sea de 0,4 g/ml.

Conservar en frasco ambar a

temperatura ambiente

Medio Completo

Adicionar 1 000 ml delasolucién A, 100 ml dela solucion B 'y 10 ml dela solucién C.
Ajustar el pH s esnecesario, detal manera que despuésde la esterilizaciéon sea de 5,2.
Distribuir antesde usar dentro de tubos en cantidades de 10 ml.

Almacenar en refrigeracion.
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(Continuacion anexo 4)

< Selenito-Cistina (SC) para Salmonella sp.

Es un medio de enriquecimiento selectivo, que se utiliza para incrementar las
poblaciones de Salmonella, al mismo tiempo que inhibe el crecimiento de otros
microorganismos. Este se podria usar en la prueba, sin embargo su uso es
principalmente recomendado en productos lacteos, carnes procesadas (res, cerdo,
etc.) y avicolas.

El selenito inhibe el crecimiento de coliformes y enterococos. La adicién de L-cistina
fue propuesta por la FDA para el aislamiento de Salmonella en productos
alimenticios incrementando la recuperacion por reducciéon de la toxicidad del
selenito.

Férmula (g/1) Preparacion
PEPLONAL......ceceiereeee e 5,0 Suspender 23 g del polvo en un litro de
= Tox (015" LS 4.0 aguadestilada
Fosfato de sodio ........ccovvereerieneeenennns 10.0 Mezclar bien y calentar ligeramente hasta
Selenito de sodio .......ccccveeeeeeciecieienee, 4.0 disolucion completa. Evite el
[ O (] - 0.01 calentamiento excesivo y no esterilice en
PH final: ..o, 7.0+£0.2 autoclave.

< Caldo Fraser para Listeria sp.

Es un medio selectivo de enriquecimiento que permite aumentar el nimero de
microorganismos pertenecientes al género de Listeria, inhibiendo el crecimiento de
otros géneros bacterianos al suministrar los nutrientes y condiciones de incubacioén

apropiados para el crecimiento de Listeria sp.

Foérmula (g/1)

Preparacion

Peptona........ccooeiiiiiiee e e 5.0
TriptonNa .cc.ocveeececeeecee e 5.0
Extracto decarnemolida..........c..ccceeeunee.e 50
Extractodelevadura.........cccceeeeevecvernenee 5.0

Clorurode Sodio .......ccceveeeeveceeciececn, 20.0 minutos y deje enfriar a temperatura
Anhidro Fosfato bibasico de Sodio ........... 9.5 ambiente. Luego agregue al caldo €
Fosfato monobésico de Potasio ............... 135 suplemento de citrato de amonio
ESCUIING .ot 1.0 férrico, previamentereconstituido con 5
Clorurodelitio ...ccoveceevvceececeee e 3.0 ml de agua destilada estéril. Disuelva
Acido NalidiSSICO ......oocvveevcrerceeeeeeinens 0.02 bieny distribuya en tubos estériles para
Acriflaving ....ccoccooovveeiiiieeeee e 0.024 hacer la prueba

Citrato deamonio férrico .......c.ccoevvvruenne. 0.25

PH final ... 7.2+/-0.2

Disuelva 27.4 g del caldo de Listeria
Fraser 500ml de agua destilada.

Hierva la solucién completa y autoclave
e medio hasta los 121 °C por 15
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Anexo 5 Andlisis Sensorial y Fisico: calificacion por deduccién por puntos®

Liguido de Gobierno Deduccién
1) Apariencia
Apariencia Caracteristica 0
Apariencia Desagradable 5

Carne de Atun
1) Cloruros (NacCl)

del 1% al 1,5% 0
< del 1% 2
del 1,6% al 2% 2
del 2% al 2,5% 4
del 2,6% al 3% 8
> al 3% 16
2) Textura
Firme y caracteristica del producto 0
Ligeramente blanda o seca 4
Moderadamente seca o blanda 8
Pastosa o masuda 26
3) Pastilla
Compacta o < al 10% de fleco 0
Del 11% al 20% de fleco 6
> del 21% de fleco 11
4) Color
Hasta un 1% de carne oscura entre la blanca 0
Del 1,1% al 5% de carne oscura entre la blanca 6
> al 5% de carne oscura entre la carne blanca 26
Coloraciones verdosas o extrafias por alteracion 26
5) Olor
Caracteristico del atun 0
Ligeramente diferente al caracteristico 4
Desagradable por alteracién 26
6) Sabor
Caracteristico 0
Ligeramente mas fuerte, sabor amargo o a quemado 4
Desagradable por descomposiciéon o picoso 26
7) Materia Extrafia
Ausencia 0
c/espina < a 2cm, descontar 1 punto
Presencia de espinas no desintegrables >1cm 26
Restos de piel con superficie de 1 cm 6
Presencia de insectos o partes de estos 26

Nota: Se considera “espina no desintegrable” toda aquella espina dura que no se rompe al
presionarla ligeramente con los dedos después del proceso de coccién y esterilizacion, que
puede ocasionar dafios en la salud del consumidor.

¥ Seglin la Norma Técnica de Aseguramiento de la Calidad para at(in enlatado. Instituto Nacional de la Pesca. Sistema de
Aseguramiento de la Calidad de productos de pesca. Mexico. Diciembre, 1991.
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Anexo 6 Pruebas de Omnipresencia de Microorganismos en € area de procesado de
atun en la Compafiia Enlatadora Nacional S.A.

< Meétodo de Contacto Directo

3 1 [ : H
- : - - -
.'.'.-_ Ei §
- F g - i -
i ; o y o R o o
MFE &1 = M o3 TS CTE o
Codigo: MFCO1 Codigo: M FCOD2 Codigo: CTEO1
UFC/cm?: 130 UFC/em=:159 TFC/iem?2: MMNPC
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Continua

T =



(Continuacion anexo 6)

< Meétodo del Quick Swab

Pruebha #1 14 de mavo del 2002

CTL & Puss

T P
CFPor cPor * CTi oL s
Codigo: [ 21'UT

Codigo:CPOL ULy om™: ¥ P R EET IR i

. Cadige: 1L LOL Cadige: L LO2Z
LR o130 1TFC oan®:171 UFCicm? 138

s e
MLz or *YAE ML2 63 MLZ oy 85

Codigoe: M1 ADL
TFC/crn® 160

Praiebha #FF2

CFd &

SLT Or

Colipw:IVIL 501
TFLCY =119

R =y

i digme: T PILOC Colime :C PHCS
IFvem =: 123 LTI w1257

Ciodige- LKL X033
TEC em*: 50

Codigo: MLEQZ
' UFClomz 152

32 de mayo del 2003

“TE e P

M cEoe 0. 01 s .
[[JFG & 110 Clodize: [ TLLOZ

CTF o= MR

AT 02

Coadige -TEL F03
L0/ cmE2L

MLZ S

Coddizg o : B SO
TFECC a5

(Continua)
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(Continuacion anexo 6)

< Meétodo de Control Ambiental
Procha #1 14 de mayo del 2002

St o s ¥
pre oy =
G g
CM Vs =L 03
Cimligna: T H
e 16 Cadigo:SLZ0L C adigo: SLEO02 Codigo: DT C04
UFC/em™ 154 UFCiem®: 179 UFC/em*: 199

Pruebha #2 22 de mayo del 2002
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Anexo 7. Condiciones que per miten determinar la posible causa de deterioro en enlatados

Condicion L Gas N . , L .
Apariencia H Tincion Cultivos Diagnostico
delaslatas. Olor P COzx-H, P 9
Vacio insuficiente
causado por:
No hay vacio. Negativa 1) Dafioincipiente.
Latas Normal Normal No hay H, Normal NUmero de organismos Negativos 2) Mad vacio
abombadas moderado 3) Mal escaldado
4) Mal enfriado
5) Sobrellenado
) Poco o Croeci miento singasa
Latasplanaso | Acidoo Liquido normal. . - . Bacilos posiblemente 50"Cy posiblemente a .
vacio normal medicinal A vecesturbio Negativo ld:frzglrtrll;/a?mmte bajo granulares en apariencia 30° C Crecimiento en Bacillus coagulans
agar termo-é&cidurans
Latas planas o Liquido normal o Poco. Cultivo buro o mixto de Crecimiento aerobio o
asp Normal o &cido | turbio. Negativo Definitivamente bajo uvop anaerobioa30°Cy Fugas o microfugas
vacio normal bacilos, cocos u hongos . A
Tal vez, mohoso. lo normal posiblemente a50 °C.
Abormbada p Espumoso Definitivamente bgjo | Bacilos que se tifien bipolar Gas-anaerobicamente Sub-proceso,
algunasveces | Acido butirico =P X CO»-H, A 10sq Polar- 1 39 oC. Olor a&cido anaerobio productor
. mucho gas lo normal Posiblemente esporas. . - o
sin abombar butirico de &cido butirico.
Normal o Normal 0 espumoso. 0 Negativo o microorganismos : Abombamiento por
Abombada metélico Lata corroida >20% normal H | Normal ocasionales Negativo hidrégeno
(continuacion gnexo 7) Espumoso. Principalmente Cultivo puro o mixto de Crecimiento aerébico
Abombada Acido Posiblemente liquido co Bajo lo normal bacilos, cocoides cocos y/o anaerébico a30"C | Fugas
de gobierno viscoso 2 hongos o levaduras y posiblemente 50°C
ESpUmMoso. Cocos o levaduras Crecimi b
Posiblemente liquido y /roeg'n%gf:;(;% y
< de gobi i .| Principalment . . .
Abombada Acido ©goierna vIscoso Ncipaimente Bajo lo normal posiblemente a50 °C. | No selesdio proceso

Particulas del
aimento firmes,
parecen crudas

co,

Vacio ato sdlo se
recuperan esporul ados.

t
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Normal o]

Gas, anaerobicamente

Abuso de la

Poco o Bacilos generalmente a50°Cy temperatura post
Abombada qUes0SO &cido Espumoso CO.-H; _deﬂ nitivamente ba- | granulares. Raravez se posiblemente lento a proceso.
jo lo normal ven esporas 20°C Anaerobios
termofilicos
Sub proceso.
Usualmente Principalmente Anaerobios
€SPuUmoso con Poco o . i fili
Abombada QEJ@OSO a desintegracién de CO_z y definitivamente Bacilos generamente Gas anaerdbicamente | mesofilicos.
Pdtrico 7 posiblemente i esporas presentes a30°C Posibilidad de
las particulas a0 Bajo lo normal g
SHlidas gun H, Clostridium
botulinum.
_ POCO O _ Crecimiento _
Abombada Pos b.l emente Normal Negativo definitivamente Baci I.OS' aHOb',CC_) ylo . Sub_proceso '.“PO
amoniacal : Ocasionalmente esporas | anaerébico a30"Cy | Bacillus subtilis.
bajo 1o normal. .
posiblemente 50°C
Vacio insuficiente
por:
Sin vacio 0 Poco o Negativo 0 un nimero R :?13?(1 ente
latas Normal Normal No hay H, definitivamente e% adod ) Negativo alp -
abolladas bajo lo normal moderado de organismos 7) Mal vacio
' 8) Mal escaldado
9) Mal enfriado
Sobrellenado
. Crecimiento sin fugas
Latas planas, |Normal o Normal o liquido . POC.O 0 Bac'.l 0s, .general mente de a50°C. Abuso de
. L . Negativo definitivamente apariencia granular, rara L temperatura post
vacionormal | &cido turbio . Formacion de esporas
bajo 1o normal. VEZ Se ven esporas - proceso.
en agar nutritivo
Normal o liquido . . _
Latas planas, | Normal o turbio. . Poco o Cultivos puros o mixtos Crecimiento }
. gy . Negativo definitivamente de bacilos, cocos u aerobicoa30"Cy Fugas
vacio normal | &cido Posiblemente : X .
mohoso bajo 1o normal. hongos posiblemente a 50°C

t
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Anexo 8. Criterios parala evaluacion organoléptica dela calidad del atun fresco.

ndscul 0 y panza

Fector Beelente Bueno Marginal Rechezable
iencia
Al | as rgobrillate rgopaidoacaé anarillo-café a café oscuro anarillo-baco
Qos clarcs, brillatesy suses, con nube bl anca bl ancas opecos o perd dos
pr ot uber at es rg os estd | ados
Re lustre nornal, cd o goeca sin brillo guarente, cdo nornal, pdiday decd oraci on nasi va,
cdaoy brillate ned o destefi da niscdo visibe pi e desconpuesta
Oa:
Ag | as y paza fresca tip ca de pescado paay ligraente furteda apez, sin anargo, putrido,
reci én capt urado condor apez estar rancio d ores extrafios
Do Fsico: Snnutilaciony deformdad  def ornaci ones o noti | aci ones ligeranente rato o panza quenaca y
pequefies gpachurrado grandes noti | aci ones
H rneza od firne y € astico sindasticidad y firneza bl ando noy blando y pul poso

t

103



BIBLIOGRAFIA

* AGUILAR, J. 1985. Evaluacion de Calidad: Pruebas Organolépticas. Ciudad
de laHabana, Cuba. Editorial Pueblo y Educacion. sp.

e BERTULLO, V. 1990. Tecnologia de los Productos de la Pesca. Ciudad de La
Habana, Cuba. Editorial Pueblo y Educacion. 352 p.

« BIOPSICOLOGIA. 2002. Histamina. Accesado en:
<http://www.biopsicologia.net/fichas/page 132.html> 24 de mayo del 2002.

* BURNS, F. 1994. Mangjo y refrigeracion del attin en los buques de CERCO.
Living Marine Resourcers, Inc. San Diego, California. USA. 90 p.

e CEQIA TEC. 2000. Microbiologia Industrial Seguridad Microbiol6gica y
Calidad. Cartago, CostaRica. s.p

« FERNANDEZ, P.R. 1993. Microbiologia general delos alimentos. Ciudad de la
Habana, Cuba. Editorial Pueblo y Educacién. 120 p.

« FERNANDEZ, P.R. 1989. Préacticas de Laboratorio. Ciudad de la Habana,
Cuba. Editoria Puebloy Educacion. 48 p.

« FERNANDEZ, P.R.; GONZALEZ, R. 1991.Estudio y procesamiento de los
peces. Ciudad de la Habana, Cuba. Editorial Pueblo y Educacion. 208 p.

* GARCIA, H. 1992. Principios de Procesamiento Térmico. Ciudad de la
Habana, Cuba. Editorial Pueblo y Educacion. 326p.

*  Grupo OCEANO0.1988. Enciclopedia Autodidactica Océano. Vol. Ill. Navarra,
Espafia. Ediciones Océano S.A. 487 p.

« JAY, J.1996. Microbiologia moder na de los alimentos. 1% Edicién. Traducido
por: José Maria Tarazona. ACRIBIA. Zaragoza, Espaiia. 491 p.

e JOSEPH, J; KLAWE, W; MURPHY, P. 1993. Tuna and Billfish. Inter-american
tropical Tuna Commission. Lgjolla, California. 46 p.
104

t


http://www.biopsicologia.net/fichas/page_132.html

LASSEN, S.1989. Manual de practicas de Refrigeracion en buques atuner os.
Cdlifornia Fish Canners Association, Terminal Island, California USA. 135 p.

LEE, J. 1999. Aseguramiento de la Calidad. San José, Costa Rica. Instituto
Nacional de Aprendizaje. s.p.

MADIGAN, et. al. Biologia de microorganismos. 8* edicion. México. Prentice-
Hall.1998.

Organizacion de las Naciones Unidas parala Agriculturay la Alimentacion. 1990.
Manuales para e control de la calidad de los alimentos: Introduccion a la
toma de muestras de alimentos. Roma, Italia.

RACCACH, M. 1989. Principios de Enlatado de Productos Agroindustriales.
San Josg, Costa Rica. 129 p.

REDVY, 2001. Alteraciones en el Pescado en Refrigeracién. Accesado en:
<www.redvya.com/veterinarios/veterinarios/especialidades/alimentacion/Especialista/Arti
culo10.htm> 24 de mayo del 2002.

RODRIGUEZ, J. 2000. La Histamina, un Riesgo Evitable. Accesado en:
<http://www.consumaseguridad.com/riesgos/agentes/object.php?0=1390> 24 de
mayo del 2002.

YASSIN, S. 1997. Guidebook for the Preparation of HACCP Plans. Book I1.
Internacional Technical Food Services. U.S.A. 244 p.

- 105 -


http://www.redvya.com/veterinarios/veterinarios/especialidades/alimentacion/Especialista/Articulo10.htm
http://www.redvya.com/veterinarios/veterinarios/especialidades/alimentacion/Especialista/Articulo10.htm
http://www.consumaseguridad.com/riesgos/agentes/object.php?o=1390

	Portada
	Resumen
	Abstract
	Índice  General
	Índice de Tablas
	Índice de Figuras.   
	Índice de Anexos
	Introducción
	Marco Teórico
	Refrigeración y Congelación
	Cambios Autolíticos Durante el Almacenamiento en Congelación
	Envases
	Tratamiento Térmico
	Alteraciones en el Producto Enlatado
	Alteraciones Biológicas o Microbianas
	Alteración Química
	Alteraciones físicas

	Factores que Alteran la Calidad de los Enlatados
	Contaminación por Clostridium botulinum
	Contaminación por Histamina
	Rancidez
	Formación de trimetilamina (TMA)

	Etapas del Proceso de Enlatado

	Objetivos
	Objetivo General
	Objetivos Específicos

	Materiales y Métodos
	Prueba de Histamina
	Análisis de Salmonella sp
	Determinación de la Concentración de Sal en el Atún Entero
	Análisis Microbiológicos y Químico para Aguas de Uso industrial
	Análisis Sensorial y Físico del Producto Terminado
	Pruebas de Omnipresencia de Microorganismos

	Resultados
	Prueba de Histamina
	Análisis de Salmonella sp
	Pruebas de identificación de Listeria sp
	Prueba de Concentración de Sal en la Materia Prima
	Análisis Sensorial y Físico del Producto Terminado
	Análisis Microbiológico del Agua de Uso Industrial
	Análisis Microbiológicos
	Pruebas de Omnipresencia 
	Pruebas utilizando el Método de Contacto Directo:
	Pruebas utilizando el Método de Control Ambiental
	Pruebas utilizando el Método del Hisopo (Quick Swab)


	Discusión
	Concentración de Histamina
	Análisis de Salmonella y Listeria
	Análisis Sensorial al Producto Terminado
	Concentración de Sal en la Materia Prima
	Análisis Microbiológicos Para Aguas de Uso Industrial

	Conclusiones y Recomendaciones
	Anexos
	Bibliografía

	Indice: 


