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RESUMEN

Se determind la calidad bacteriolégica y el contenido de hista-
mina en tres marcas comerciales (A, B, C) de pescado desme-
nuzado precocido (mojito) disponible en la ciudad de Maracai-
bo. Se analizaron 42 muestras (14 de cada marca, tres mues-
treos), a las cuales se determind Coliformes Totales (CT), Es-
cherichia coli (EC), Recuento de Aerobios Mesofilos (RAM) y
Microorganismos Psicréfilos (MP), segin COVENIN; bacterias
productoras de histamina (BPH), segun Niven modificado por
Yoshinaga. Concentracion de histamina e histidina, por Cro-
matografia Liquida de Alta Resolucion. EI RAM varié entre 4,7
y 7,6 y MP entre 5,6 y 7,9 log UFC/g. Las marcas A y B estu-
vieron por encima de los limites permitidos por COVENIN vy el
Servicio Nacional de Pesca de Chile (SERNAPESCA). Los va-
lores de CT variaron entre 2,3 y 2,8 log NMP/g, las tres mar-
cas sobrepasaron los limites establecidos por SERNAPESCA.
En las marcas A y B se aislaron EC, en limites inferiores a la
norma COVENIN, no asi para SERNAPESCA, la cual estable-
ce que ésta no debe encontrarse. Las BPH en las marcas Ay
B pertenecian principalmente a la familia Enterobacteriaceae,
con porcentajes de 65,38 y 55,55, respectivamente, mientras
que en C se observo igual proporcion de enterobacterias y ba-
cilos Gram negativos no fermentadores de la glucosa
(BGNNFG), 42,85%. No se detectaron concentraciones de his-
tamina e histidina. En conclusion las marcas A y B, presenta-
ron una deficiente calidad bacteriolégica, posiblemente debido
al proceso de desmenuzado manual. La presencia de BPH su-
giere contaminacion post-coccion durante el desmenuzado.
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine bacteriological
quality and histamine content in three commercial brands (A, B,
C) of minced pre-cooked fish available in Maracaibo. 42
samples were analyzed (14 of each brand). Total coliforms (TC),
Escherichia coli (EC), aerobic mesophilic plate count (AMPC),
and psycrophilic microorganism (PM), were determined
according to COVENIN standards. Histamine producing bacteria
(HPB) using Niven’s method modified by Yoshinaga, and
Histamine and Histidine concentration by High Performance
Liquid Chromatography were utlized. AMPC value varied
between 4.7 and 7.6 log CFU/g. PM varied between 5.6 y 7.9
log CFU/g. When comparing results obtained with established
values by COVENIN and SERNAPESCA norms, it was
observed that brands A and B were higher than permissible
limits. TC count varied between 2.3 y 2.8 log MPN/g, all brands
had higher values than those established by SERNAPESCA.
Regarding EC, in brands A and B Escherichia coli strains were
isolated, while in brand C this microorganism was not detected.
When compared with COVENIN norms, obtained values were
lower, while SERNAPESCA stablished that Escherichia coli
should not exist. Concentrations of histamine and histidine were
not detected. HPB in brands A and B were mostly
Enterobacteriaceae with percentages between 65.38 and
55.55%, respectively, while in brand C similar percentages of
enterobacteria and Gram-negative non-glucose fermentating
bacilli (42.85%) were detected. It was concluded that brands A
and B had low bacteriological quality. The presence of HPB
suggests post-cooking contamination.

Key words: Minced pre-cooked fish, bacteriological quality,
histamine, histidine.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios el pescado y los productos derivados
de la pesca, han registrado un incremento en su consumo, de-
bido principalmente al elevado valor nutritivo que estos poseen,
ya que son ricos en proteinas (entre 15 y 17%), vitaminas lipo-
solubles A, D y E, y su contenido en grasas es bajo, principal-
mente representado por acidos grasos poliinsaturados, en parti-
cular, de la serie omega 3, que han sido relacionados con la
prevencion de enfermedades cardiovasculares [9, 24, 35].

El aumento en el consumo de alimentos derivados de la in-
dustria pesquera, ha generado un incremento en la fabricacion y
la disponibilidad en el mercado de nuevos productos. Entre es-
tos, el pescado desmenuzado precocido (mojito), que se expen-
de en la ciudad de Maracaibo, estado Zulia, y en otras ciudades
del pais, es elaborado principalmente mediante técnicas artesa-
nales, a partir de una o varias especies de pescado, que una vez
lavados y eviscerados, son cocinados a 100°C durante 10 min,
desmenuzados en forma manual o en algunos casos en forma
automatizada, empacados en bolsas de vinilo o plastico y conge-
lados a -18°C para su distribucion al consumidor.

Una inadecuada manipulacion y conservacion del pescado
y de los productos obtenidos a partir de éste, favorece la conta-
minacion y proliferacion de microorganismos, que no solo podria
afectar de manera directa la salud del individuo, produciendo in-
fecciones gastrointestinales, sino también de manera indirecta a
través de sus productos o metabolitos, entre los que se encuen-
tran las aminas vasoactivas 0 aminas biégenas (histamina, pu-
trescina, cadaverina), todas éstas causantes de desordenes gas-
trointestinales, neuroldgicos y hemodinamicos [1, 7, 27].

Las bacterias productoras de aminas biégenas como la
histamina, no forman parte de la microflora normal del intesti-
no, piel o agallas de los peces marinos recién capturados, en
la mayoria de los casos se produce la contaminacion del pes-
cado por practicas higiénicas deficientes durante la captura, o
estan frecuentemente asociadas con el ambiente marino |20,
28], por lo que se ha sefialado que la presencia de histamina
en un alimento es un indicador de una deficiente calidad mi-
crobioldgica [23].

Adicionalmente, la manera como se manipula el pes-
cado determina el crecimiento de bacterias productoras de
histamina a partir de la descarboxilacién de la histidina [5,
21, 32]. Entre los factores que influyen en la formacién de
este compuesto, se encuentra la temperatura: se ha reco-
mendado el uso de temperaturas de refrigeracién inferiores
a 5°C, para inhibir la formacién de histamina [9, 18].

A pesar de que en Venezuela se ha promulgado una
norma que regula la elaboracién de pulpa de pescado fresco
[13], hasta el presente no existen normas para la elaboracién
del pescado desmenuzado precocido (mojito), que puedan ga-
rantizar la calidad del producto, por lo que este estudio tuvo
por objetivo determinar la calidad bacteriol6gica y la presencia
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de histidina e histamina en el pescado desmenuzado precoci-
do que se expende en la ciudad de Maracaibo.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de las muestras

Se recolectaron 42 muestras de pescado desmenuzado
precocido (moijito), de 3 marcas comerciales (denominadas A,
By C), en un expendio ubicado en la ciudad de Maracaibo, es-
tado Zulia. Las especies de pescado utilizadas para la elabora-
cion del mojito fueron chucho (Aetobatus freminvillei), curvina-
ta (Cysnoscion leiarchus) y tahali (Trichurus lepturus).

En cada muestreo se adquirieron 14 muestras de cada
marca, con fechas de expedicion similares, correspondientes a
empaques de diferentes lotes de elaboracion. Se realizaron 3
muestreos con un intervalo de 2 semanas. Una vez obtenidos
los empaques fueron colocados en una cava portatil, para ser
trasladados al laboratorio, donde se dejaron a temperatura am-
biente hasta su descongelacion, y fueron procesados en un lap-
so inferior a 2 horas. Los andlisis se realizaron por duplicado.

Determinaciones Bacterioldgicas

Las muestras fueron previamente preparadas siguiendo
la metodologia propuesta por Covenin 1126 [12]; se pesaron
10g de cada muestra y se homogeneizaron en 90 mL de agua
peptonada 0,9%. A partir de esta dilucién (101) se prepararon
diluciones seriadas desde 107 hasta 10°, determinandose Coli-
formes Totales (CT) y Escherichia coli (EC) por la técnica del
NUmero mas Probable en serie de 3 tubos de caldo lauril sulfa-
to triptosa y caldo lactosa, bilis verde brillante respectivamen-
te, segun la Norma Covenin 1104 [14]. Recuento de Aerobios
Mesofilos (RAM) y Psicréfilos (MP) en agar recuento en placa,
segun la norma Covenin 902 [15].

Para la determinacién de bacterias productoras de hista-
mina (BPH) se sembraron las diluciones en agar Mc Conkey
(MC) y agar eosina azul de metileno (EMB). Las colonias fer-
mentadoras y no fermentadoras de la lactosa (aisladas de MC)
y violeta azuladas (aisladas de EMB) fueron inoculadas en
Caldo de Niven [36] modificado por Yoshinaga y col. [43], in-
cubado a 37 £ 1°C por 48 horas, con la finalidad de determinar
la capacidad de las cepas, de descarboxilar la histidina en his-
tamina. La positividad de la reaccion se observo por la forma-
cion de un anillo de color rojo en la parte superior del tubo y/o
por la presencia de gas en el tubo Durham.

Las cepas que resultaron positivas en el medio de Ni-
ven modificado, fueron transferidas a tubos de Agar Conser-
vacion y se les realizaron pruebas bioquimicas para identifi-
car las especies [34].

Determinacion de histidina e histamina

La preparacion de la muestra se realiz6 siguiendo la me-
todologia propuesta, para su analisis por Cromatografia Liqui-
da de Alta Resolucion (CLAR), por Gouygou y col. [22]. Para
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esto se homogeneizaron 50g de mojito en 100 mL de &cido tri-
cloracético al 10%, que fue filtrado en papel Whatman N° 1, y
luego un filtro Millipore de 0,45 pm de poro. El filtrado se colo-
c0 en viales de plastico tapados y almacenados a 4°C.

Con la finalidad de formar un compuesto fluorescente,
se mezclaron 135 pL del filtrado con 1,86 mL de agua destila-
day 0,4 mL de NaOH 0,1N, incubados por 1 minuto protegido
de la luz. Transcurrido dicho tiempo, se agregé 0,1 mL de or-
toftalaldehido (OPA) y a los 4 min se adicion6 0,2 mL de HCI
3N; de esta mezcla se tomaron 20uL que fueron inyectados en
el equipo de CLAR.

Se prepar6 un estandar de 20 ppm a partir de patrones
de histidina e histamina de alta pureza (Sigma Chem, Co.
USA). La formacion de derivados fluorescentes a partir de los
estandares se realizé de la misma manera que las muestras.

Se utilizé un equipo de CLAR constituido por una valvula
de inyeccion Rheodyne®, equipada con un loop de 20 uL de
capacidad, una bomba Shimadzu® modelo LC-6A, una colum-
na de fase reversa Merck® RP-18 Lichrosper de 12,5 cm de
longitud por 4,5 mm de diametro interno, el tamafio de las par-
ticulas de silica fue de 5 um, un detector de fluorescencia mar-
ca Shimadzu® modelo FLD-6A. Para el registro de los resulta-
dos se utilizé el software cromatografico Class-VP de la marca
Shimadzu®.

Analisis estadistico

Se aplicd el Andlisis de Varianza (ANOVA) mediante el
procedimiento del Modelo Lineal General del paquete estadis-
tico SAS [39]. Las variables (RAM, MP), fueron transformadas
alog UFC/g, CT y EC a log NMP/g. Se aceptaron diferencias a
un nivel de 5% de probabilidad. Se utilizé el procedimiento de
separacion de medias por minimos cuadrados (LS means) del
mismo paquete estadistico para la determinacién de los valo-
res promedios en cada una de las variables estudiadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Recuento de aerobios mesoéfilos (RAM)

En la TABLA |, se presentan los valores promedios de
los recuentos obtenidos para la variable RAM del pescado

desmenuzado precocido (maijito), observandose valores entre
4,7y 7,6 log UFC/g. Las marcas A y B resultaron diferentes
(P<0,05) de C, por presentar las dos primeras, recuentos mas
elevados. Al comparar los resultados con lo exigido por la Co-
mision Venezolana de Normas Industriales (COVENIN 3086)
[13] para la pulpa de pescado cruda y congelada, que estable-
ce valores maximos de 7 log UFC/g, se observa que las mar-
cas A y B estuvieron por encima de los limites maximos, al
igual que para el Servicio Nacional de Pesca (SERNAPESCA)
[33] de Chile para pescado cocido y congelado, que establece
valores maximos de 6 log UFC/g.

La diferencia existente entre las marcas A y B con res-
pecto a C, podria ser atribuida a que el proceso de desmenu-
zado de las dos primeras fue realizado en forma manual, en
comparacion con la marca C cuyo proceso es automatizado.

El proceso de precoccion con el cual se traté la pulpa de
pescado antes de ser desmenuzado, pudo haber eliminado la
carga microbiana existente, pero a pesar de ello, el RAM fue
elevado, ésto podria ser indicativo de contaminacion posterior
del pescado, es decir, durante el procesamiento, principalmen-
te el desmenuzado manual, como lo han sugerido algunos au-
tores [6, 17, 29].

Recuento de Microorganismos Psicroéfilos (MP)

La carga microbiana para la variable MP vari6 entre 5,6 y
8,1 log UFC/g (TABLA I). Las marcas A y B resultaron diferen-
tes (P<0,05) a la marca C, por presentar las dos primeras re-
cuentos mayores. Los elevados recuentos observados en las
marcas A 'y B indican una calidad microbiolégica inaceptable del
pescado desmenuzado precocido, al ser comparados con las
Normas Covenin 3086 [13] y Sernapesca [33], que establecen
valores maximos de 7 y 6 log UFC/g respectivamente.

La presencia microorganismos psicrofilos durante el al-
macenamiento en refrigeracion y congelacion es considerada
como la causa principal del deterioro de los alimentos durante
su almacenamiento [31]. Estudios realizados por Venugopal y
col. [42] reportan la capacidad de estos microorganismos de
hidrolizar y degradar las proteinas a bajas temperaturas y cau-
sar deterioro en el pescado.

ANALISIS BACTERIOLOGICO DE LAS DIFERENTES MZQ?:LAAleE PESCADO DESMENUZADO PRECOCIDO (MOJITO)
Variable Marca Covenin** Sernapesca®
A B C Max. Max.
RAM+ 7,6° 7,2 4,7 7,0 6,0
MP+ 7,9° 8,1° 5,6° 7,0 6,0
CT* 2,8 2,3 2,5" - 1,0
EC* 1,4° 0,9° 0,0° 2,0 Ausente

Medias seguidas de letras distintas en una misma fila son estadisticamente diferentes (P< 0,05). +log UFC/g. *log NMP/g. RAM: Recuento de
aerobios mesofilos. MP: Microorganismos psicréfilos.CT: coliformes totales. EC: Escherichia coli. *COVENIN [13]. *Sernapesca [33].
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Coliformes

En la TABLA | se observan los valores promedios para
los CT y EC de las tres marcas estudiadas de pescado desme-
nuzado precocido. Con relacion a la variable CT, las marcas A
y B, son estadisticamente diferentes (P<0,05), todas las mar-
cas presentaron un recuento de CT superior al permitido por la
norma Sernapesca [33].

En relacion con el recuento de EC se observa (TABLA I)
que en las marcas A y B se aislaron cepas de E. coli, mientras
que en la marca C no se detectaron. Al compararlo con la nor-
ma Covenin 3086 [13], los valores obtenidos no sobrepasan
los limites maximos permitidos para pulpa de pescado precoci-
da congelada, mientras que la norma Sernapesca [33] estable-
ce que no deben aislarse cepas de E. coli en pescado cocido
congelado.

Un recuento considerable de coliformes, en alimentos
gue han recibido un tratamiento para garantizar su sanidad, in-
dica que existi6 contaminacion posterior al tratamiento [16].
Las especies de pescado utilizadas para la elaboracion del
mojito, fueron tratadas con calentamiento (100°C x 10 min.)
antes de ser desmenuzadas, lo que garantiza la destruccion
de los microorganismos que forman parte de la flora del pes-
cado o que pudieran haberse adquirido durante la manipula-
cién del mismo salvo los esporulados. Sin embargo, esta con-
taminacion es posible que ocurra si el pescado es desmenuza-
do utilizando para ello un personal no entrenado sobre las con-
diciones requeridas para la manipulacién de alimentos, como
es el uso de guantes, tapabocas y vestimenta adecuada, entre
otros. Ademas podria ser causado por factores como el am-
biente de trabajo sin los equipos o materiales necesarios y una
ventilacién insuficiente.

Bacterias productoras de histamina

La TABLA II, presenta las bacterias productoras de his-
tamina (BPH) aisladas para las tres marcas analizadas. En la
marca A se encontrd el mayor nimero de BPH, 26, seguido de
la marca C y B, con 21 y 18, respectivamente. En las marcas
A y B se observé un predominio de la familia Enterobateria-
ceae, con porcentajes de 65,38 y 55,55, respectivamente,
mientras que en C se observé igual proporcion de enterobac-
terias y bacilos Gram negativos no fermentadores de la gluco-
sa (BGNNFG), 42,85%. En relacién con la familia Vibriona-
ceae, la marca B representd el 44,44% de los aislamientos,
mientras que en C 14,28% y no se aislaron en A. En B no se
aislaron BPH pertenecientes a BGNNFG, mientras que en Ay
C se aisl6 un 30,76% y 42,85% respectivamente.

Resultados similares han sido reportados por otros au-
tores, quienes en sus estudios encontraron un predominio de
BPH de la familia Enterobacteriaceae sobre las BGNNFG [19].

En la marca A, la BPH aislada con mayor frecuencia fue
P. aeruginosa, con 30,76%, seguida de K. pneumoniae y E. coli,
ambas en un 23%, mientras que en B Aeromonas sp. represen-
to el 44,44%, seguida de K. pneumoniae (22,22%) y en C se
aislé con mayor frecuencia Acinetobacter spp. (42,85%) y P. mi-
rabilis (23,80%). De las BPH aisladas, K. pneumoniae ha sido
clasificada segin Carranza [8] como productora de elevadas
concentraciones de histamina. Por otra parte, se ha reportado
que Hafnia alvei esta implicada en la producciéon de niveles toxi-
colégicamente significativos de histamina en pescado, cuando
el tiempo y la temperatura favorecen su crecimiento [41].

Estos resultados son similares a los reportados por L6-
pez y col. [29] en atln aleta azul (Thunnus thynnus), quienes
encontraron BPH tales como Aeromonas spp., Enterobacter

BACTERIAS PRODUCTORAS DE HISTAMIN;"E\EI?II;ﬁ)”EN PESCADO DESMENUZADO PRECOCIDO
Familia o grupo Especie Marca
Bacteriano A B c

n % n % n %
Hafnia alvei 2 7,69 1 5,55 3 14,28

Enterobacteriaceae K. pneumoniae 6 23 4 22,22 — -

Escherichia coli 6 23 3 16,66 - -
E. cloacae 3 11,53 2 11,11 1 4,76
Proteus mirabilis - - - - 5 23,80
Subtotal 17 65,38 10 55,55 9 42,85
Vibrionaceae Aeromonas sp 1 3,8 8 44,44 3 14,28
Subtotal 1 3,8 8 44,44 3 14,28

Bacilos Gram (=) no P. aeruginosa 8 30,76 - - - -
fermentadores de glucosa Acinetobacter sp. _ _ _ _ 9 42,85
Subtotal 8 30,76 - - 9 42,85
Total 26 100 18 100 21 100
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spp., Citrobacter spp. Los mismos autores, reportaron en
pescados escombridos Morganella morganii, Klebsiella oxyto-
ca, Citrobacter freundii y Enterobacter agglomerans [30]. Por
otra parte, Yoshinaga y Frank [43] aislaron de atun skipjack
(Katsowonus pelamis): Enterobacter aerogenes, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis y Vibrio alginolyticus, asi como
Enterobacter aerogenes, Enterobacter spp., Hafnia alvei,
Morganella morganii, Proteus mirabilis, Pseudomonas putre-
faciens y Vibrio en macarela (Scomberomorus maculatus)
[32], algunas de estas especies coinciden con las encontra-
das en este estudio.

Izquierdo y col. [25], aislaron en tres especies de pesca-
do, armadillo (Hipostomus watwata), bocachico (Pochilodus re-
ticulalius), y lisa (Mugil curema), de elevado consumo en Ve-
nezuela, las BPH Aeromonas spp. en lisa, Escherichia coli, y
Enterobacter spp. en armadillo y Citrobacter spp, Plesiomonas
shigelloides y Escherichia coli en bocachico. Las BPH encon-
tradas en esas especies estudiadas podrian ser el resultado
de la recontaminacion post mortem, puesto que no constituyen
parte de su microflora natural.

Durante el procesamiento del maojito, la flora que forma
parte del pescado es destruida por el tratamiento térmico aplica-
do, lo que indica que las BPH encontradas en la presente inves-
tigacion corresponderian al resultado de la contaminacion du-
rante la manipulacion del pescado después de este tratamiento
térmico por manipulacion deficiente y contaminacion cruzada.

Histidina e histamina

En la presente investigacion no se detectaron concentra-
ciones de histidina libre ni histamina en las 42 muestras analiza-
das de pescado desmenuzado precocido. El contenido de histi-
dina libre varia de acuerdo a las especies de pescado; en las
especies con carne relativamente oscura, tales como los llama-
dos escombridos, es elevado (entre 200 y 800 mg/100g) [4] en
relacion con los de carne blanca (entre 20 y 80 mg/100g) [26],
que constituyen las especies utilizadas para la elaboracion del
mojito, segun informacién suministrada por los procesadores.

Adicionalmente, el tratamiento térmico al cual es so-
metido el pescado, puede causar pérdida de aminoacidos li-
bres por efecto de disolucién y difusion [2, 3, 9, 37]. Cuando
el pescado se cocina alrededor de los 100°C, sus proteinas
se coagulan, y se produce la ruptura de la membrana, que
da lugar a la liberacion de agua fisiolégicamente ligada
arrastrando cantidades importantes de aminoacidos libres
[10, 11, 29, 38].

El proceso de congelacion del pescado puede producir
desnaturalizacion de las proteinas, y disminucion de su solubi-
lidad y de la capacidad de retencién del agua del musculo, ori-
ginando el exudado, que permite la pérdida de los componen-
tes solubles [24]. Por otra parte, se ha reportado que al con-
servar el pescado a 4°C, se detiene la liberacion de histidina
posiblemente por inhibicion de enzimas proteoliticas, asi como
también, se inhibe la autdlisis que pudiera explicar que la pro-

duccion de histamina se detenga por una limitacién en la provi-
sion del sustrato [19, 40].

CONCLUSIONES

Las marcas A y B de pescado desmenuzado precocido
(mojito) estudiadas en la presente investigacién, mostraron
una deficiente calidad desde el punto de vista bacteriolégico,
al exceder los valores maximos permitidos para recuento de
aerobios mesdfilos, microorganismos psicrofilos, coliformes to-
tales y fecales.

En las tres marcas se aislaron bacterias potencialmente
productoras de histamina, detectdndose el mayor nimero de
estas en la marca A y B (proceso manual) en relacion con C
(proceso automatizado).

La bacteria potencialmente productora de histamina de-
tectada con mayor frecuencia en las muestras estudiadas fue
Acinetobacter spp. en la marca C, seguida de P. aeruginosa
en la marca A y Aeromonas spp. en la marca B.

A pesar de que en las tres marcas estudiadas se identifi-
caron bacterias potencialmente productoras de histamina, este
compuesto quimico ni su aminoacido precursor fueron detecta-
dos considerando los limites de deteccién del cromatégrafo.

RECOMENDACIONES

Se recomienda estudiar la calidad microbioldgica, nutri-
cional y la concentracion de histamina en las especies de pes-
cado utilizadas para la elaboracion del mojito antes de ser so-
metidos al tratamiento térmico.

Cuantificar otras aminas biégenas que potencialmente
pudieran estar presentes en este tipo de producto, como es el
caso de triptamina, cadaverina, feniletiinamina y putrescina.

Debido a la ausencia de una normativa para el pescado
desmenuzado precocido congelado en Venezuela, se reco-
mienda ampliar los conocimientos en relacion a este producto
con la finalidad de implementar normativas para el control hi-
giénico durante su elaboracion.
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