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EFECTO DE LA SEPARACION MECANICA DEL MUSCULO EN LA RETENCION
Y VIABILIDAD DE LAS LARVAS DE ANISAKIS DURANTE EL PROCESO DE
OBTENCION DE SURIMI

EFFECT OF THE MECHANICAL SEPARATION OF MUSCLES ON THE
RETENTION AND VIABILITY OF ANISAKIS LARVAE DURING THE
PRODUCTION OF SURIMI

Fabiola Olivares!, Cristina de las Heras?, Maria Teresa Solas® y Margarita Tejada*

Resumen

El surimi, masculo de pescado picado y lavado, es generalmente utilizado como materia prima
en la preparacion de una variedad de productos de imitacion cuyo consumo ha incrementado a lo
largo de los afios. Durante la elaboracion del surimi o productos derivados, la congelacién o
calentamiento aplicados son suficientes para matar las larvas de Anisakis, sin embargo la presencia
de larvas muertas aln puede causar sintomas de alergia en consumidores sensibilizados. El
objetivo del estudio fue evaluar la presencia y viabilidad de larvas de A. simplex en el mdsculo
tamizado y su retencion en los tamices después de pasar el misculo infestado a través de tamices
individuales (simulacion de extrusién) o sucesivos (simulacion de extrusién y refinado) con
diferentes didmetros de orificio. Se utilizaron filetes de merluza (Merluccius merluccius) con
infestacion de larvas vivas de A. simplex (20 larvas/100 g de musculo) (infestacion controlada) y
una mezcla de musculaturas ventrales de merluza congelada-descongelada con una alta tasa de
infestacion natural (promedio 90 larvas/100 g de musculo) y se determind la presencia de larvas en
el masculo tamizado y su retencion en los tamices. El rendimiento del musculo obtenido después
del tamizado oscil6 entre 60 y 80% dependiendo del tamiz y materia prima utilizados. El
porcentaje de larvas enteras (vivas 0 muertas) en el masculo tamizado disminuyd
significativamente con el didmetro del orificio y cuando se utilizaron tamices sucesivos. El alto
contenido de larvas rotas encontradas podria indicar una mayor dispersiéon de antigenos en el
musculo tamizado.
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Abstract
Surimi, a deboned, minced and washed fish muscle, is generally used as a raw material in the
preparation of a variety of products, the consumption of which has increased over the years.
During the preparation of surimi or surimi products, applied freezing or heating is sufficient to kill
Anisakis larvae; however the presence of dead larvae can still cause allergic symptoms in
sensitized consumers. The aim of this study was to evaluate the presence and viability of A.
simplex larvae in the minced muscle and their retention in the sieves after pressing the infested
muscle through individual (simulation of mincing) or successive sieves (simulation of mincing and
refining) with different hole diameters. Fresh hake fillets (Merluccius merluccius) infested with A.
simplex live larvae (20 larvae/100 g muscle) (controlled infestation) and a mixture of frozen-
thawed hake belly flaps with a heavy infestation (average 90 larvae/100 g of muscle) (natural
infestation) were used and the presence of larvae in the fresh minced muscle and the retention of
larvae in the sieves were measured. The yield of minced muscle obtained after sieving, ranged
from 60 to 80% depending on the sieve used as well as the raw material. The percentage of entire
larvae (alive or dead) in the minced muscle decreased significantly at lower hole’s diametesr and
after passing through successive sieves. The high content of broken larvae found might indicate a
higher spread of antigens larvae in the sieved muscle.
Key words: Anisakis simplex, mechanical separation, surimi.

Introduccién. adicionados para facilitar su conservacion. Su proceso
Surimi es un término japonés que significa de elaboracion implica eliminar espinas, tejido
musculo de pescado picado, lavado y con ingredientes  conectivo y todo aquello que puede considerarse no
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funcional, para conseguir una concentracién de
actomiosina con un contenido acuoso similar al
original del musculo de pescado (Suzuki, 1981;
Tejada, 1991; Park & Lin, 2005). El surimi no es un
producto final sino una materia prima, que por sus
propiedades funcionales es utilizada para crear e
imitar texturas y que puede servir de base para la
elaboracion de una amplia gama de productos, como
el tradicional gel kamaboko japonés o productos de
imitacion de mariscos (Tejada & Borderias, 1987;
Carvajal et al., 2005; Blanco et al., 2006).

El procesamiento de surimi se puede dividir en dos
etapas principales; la primera fase prepara el musculo
de pescado, mientras que la segunda es la que implica
el lavado y el tamizado del misculo picado (Suzuki,
1981; Martin-Sanchez et al., 2009). Durante la
preparacién del muasculo y dependiendo del tamafio
del pescado, la separaci6on de las partes blandas
(musculo) de las porciones mas groseras (espinas,
piel, aletas y escamas) puede realizarse en equipos que
introducen el pescado entre una cinta movil de
material flexible y un tambor con orificios de 3-5 mm
de diametro y una presion que varia en funcion del
musculo a tratar (Suzuki, 1981; Lee, 1984). La presion
ejercida por la cinta; extrusiona el musculo a través de
las perforaciones hacia el interior del tambor, logrando
de esta forma una separacion parcial del misculo ya
que pequefias espinas, algunas escamas Yy tejido
conectivo también pueden pasar a través de los
orificios de la criba (Tejada & Borderias, 1987).
Industrialmente se realiza una operacion de refinado
posterior a la etapa de lavados. En la refinadora un
grupo de cuchillas, que giran a elevada velocidad,
impulsan el musculo picado a través de pequefios
orificios del tambor (1-2 mm) (Park & Lin, 2005),
saliendo el musculo finamente triturado al exterior,
mientras que los elementos méas groseros permanecen
en el interior del equipo (Tejada & Borderias, 1987).
El rendimiento del musculo al final de esta etapa varia
entre 20-50% dependiendo del tamafio y especie de
pescado y del tamafio de los orificios del tambor
(Shimizu & Toyohara, 1992).

En la actualidad un alto porcentaje de pescado
utilizado para el consumo humano se encuentra
infestado de larvas de Anisakidos, sobre todo de
Anisakis s.I. y Pseudoterranova sp. (Petrie et al.,
2007; EFSA, 2010). La prevalencia y el grado de
intensidad dependeran del caladero y de la especie de
pescado entre otros factores. La presencia de larvas L3
de Anisakis en el pescado ademas de generar rechazo
en el consumidor, ocasiona problemas sanitarios ya
que al encontrarse vivas pueden producir infestacion
aguda o crénica y sus alérgenos causar alergia en los
consumidores (Ward et al., 1997; Audicana et al.,
2002; Audicana & Kennedy, 2008). La legislacion en
la UE determina que los parasitos visibles tienen que
ser eliminados y en el caso de que el nimero de
pardsitos sea alto, las piezas infestadas deben ser

rechazadas, no permitiéndose su ingreso en la cadena
alimentaria, lo que en algunos casos significa pérdidas
altas para la industria pesquera. Sin embargo, no esta
especificado el nimero de larvas por unidad de peso o
de pescado que daria lugar a su eliminacion (Directiva
91/493/CEE; Reglamentos 853/2004; 854/2004;
1276/2011). En el surimi y productos elaborados con
surimi, la congelacion durante su conservacion o el
calentamiento durante el procesado de los geles son
suficientes para matar las larvas de Anisakis (Tejada et
al., 2006b; Rodriguez-Mahillo et al., 2010; Vidacek et
al., 2009; 2010; 2011). Esto permitiria la utilizacion
de pescado infestado en condiciones en las que se
evitaria la infestacion del consumidor y el rechazo a su
adquisicion, ya que debido al tratamiento de las
muestras las larvas no son aparentes. Sin embargo, las
larvas muertas todavia pueden causar sintomas de
alergia  en los  consumidores  previamente
sensibilizados (Montoro et al., 1997; Audicana et al.,
2002; Moneo et al., 2005; AAITO-IFIACI Anisakis
Consortium, 2011).

El objetivo del estudio fue evaluar en la primera
etapa del proceso general de obtencion de surimi, la
presencia y viabilidad de larvas de A. simplex en el
musculo tamizado y su retencion en los tamices
después de pasar el musculo infestado a través de
tamices individuales (simulacion de extrusion) o
sucesivos (simulacion de extrusion y refinado) con
diferentes diametros de orificio.

Materiales y métodos.
Larvas de Anisakis spp.

Las larvas vivas de Anisakis en la tercera fase (L3)
fueron obtenidas de ovarios de merluzas (Merluccius
merluccius) infestadas, procedentes del Atlantico
noroeste, recepcionadas en el Mercado Central de
Pescado de Madrid (Mercamadrid) en el mes de marzo
del 2011 y enviadas a las instalaciones del Instituto de
Ciencia y Tecnologia de Alimentos y Nutricion
(ICTAN) en Madrid, Espafia. Se utiliz6 un lote de
aproximadamente 100 g de larvas incluyendo tejidos
de ovarios que se almacenaron hasta su utilizacion a
5+1°C durante un tiempo maximo de 24 horas.

Pescado utilizado

Para el estudio se utilizaron merluzas (Merluccius
merluccius) capturadas en la zona de Pesca FAO 27 en
junio del 2010, seleccionadas en Mercamadrid y
posteriormente enviadas al ICTAN. La longitud y el
peso de los individuos fue 44.25+1.32 cm y 0.92+0.02
kg respectivamente. Las 4 merluzas recepcionadas
fueron descabezadas, evisceradas, envasadas al vacio
(10.66 x 10° Pa) en bholsas plasticas (Cryovac BB-1,
Duncan, SC, USA; permeabilidad al oxigeno a 23°C,
60 cm’/dia-m?-atm) y conservadas en congelacion
(-20£2°C) durante 9 meses. Las merluzas fueron
descongeladas y cortadas en filetes, utilizando los
filetes dorsales sin piel (2.01+0.05 kg) para el estudio
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de infestacién controlada (lote 1) y los muisculos
ventrales para el estudio de infestacion natural (lote 2).
La temperatura durante la manipulacion de las
muestras fue <5°C.

Para el lote 2, debido a la baja tasa de infestacion
(<5 larvas por 100 g de musculo) del masculo ventral
inicial, se utiliz6 un lote adicional de musculos
ventrales con alta tasa de infestacion (116 larvas por
100 g de musculo) obtenidos de merluzas capturadas
en la zona de pesca Vla-FAO 27, envasadas al vacio
en bolsas plasticas y conservadas en congelacion a -
30+3°C durante 16 meses. La determinacion de la
infestacion se realiz6 contabilizando la cantidad de
larvas enteras luego de digestion con pepsina (Ozanz
Mur, 2001) de los musculos ventrales y calculando la
media. En total se utiliz6 una mezcla de 2.00+0.05 kg
de musculos ventrales (izquierdos y derechos)
previamente descongelados en camara a <5°C y
quitada la piel.

Preparacion de la muestra

Dependiendo del tipo de musculo a utilizar se
prepararon 2 lotes, que se estudiaron individualmente.
En el lote 1 (infestacion controlada) las larvas vivas de
Anisakis, se colocaron entre dos capas de musculo
dorsal (tipo sandwich) en una proporcién de 20 larvas
por 100 g de musculo. Los sandwiches infestados se
almacenaron en refrigeracion (5+1°C) durante 48
horas para favorecer la penetracion de las larvas en el
musculo (Tejada et al., 2006b).

Para el lote 2 (infestacion natural) se utilizd una
mezcla de musculos ventrales con diferente tasa de
infestacion natural, tal como se describe previamente.
La tasa final de infestacion se obtuvo mezclando
musculo parasitado de una tasa estimada de 116 larvas
con musculo ventral de las merluzas utilizadas para
parasitacion controlada, aparentemente libre de larvas,
por lo que la tasa final promedio se estimd en 90
larvas por 100 g de musculo.

En cada lote, los musculos infestados fueron
troceados con cuchillo y homogenizados en una
batidora-picadora  (Hand  processor  accesory,
Minipimer 5, Braun GmbH, Alemania) a baja
velocidad y con toques suaves a fin de evitar romper
las larvas. El homogenizado obtenido para cada lote
fue distribuido en 18 muestras de 100 g cada una. La
operacion de tamizado (simulacion de extrusion y
refinado) se realizé con un molino de alimentos (OXO
Good Grips, UK) utilizando tamices de diferentes
didmetros de orificio (Tamiz A: @=3.5 mm; Tamiz B:
@=3.0 mm; Tamiz C: @=2.0 mm). Ambos lotes fueron
pasados por separado a través de tamices individuales
0 sucesivos. Para cada lote se obtuvieron 6 tipos de
musculos tamizados (fracciones MTny) con sus
correspondientes residuos retenidos en el tamiz
(fracciones RTny) y cada operacion de tamizado se
realizo por triplicado. La temperatura de las muestras
durante el procesado fue <5°C.

Métodos
Identificacion taxonémica de larvas de Anisakis spp.

Para los estudios de identificacion taxondémica, las
larvas recepcionadas fueron separadas
cuidadosamente del tejido (ovarios) con pinzas y
sometidas a lavados sucesivos con agua destilada. Las
larvas limpias, se congelaron (-30+3°C) y se enviaron
al Museo Nacional de Ciencias Naturales (MNCN)
para su estudio. La extraccion de ADN fue realizada
en el MNCN de acuerdo al protocolo descrito por
Holmes y Bonner (1973) y modificado por D’Amelio
et al. (2000).
Analisis elementales y pH

Como control de la muestra de merluzas se
determiné el contenido de humedad, cenizas (AOAC,
2005), proteina bruta [Analizador de
nitrégeno/proteina LECO FP-2000 (LECO Corp., St
Joseph, MI, EE.UU), utilizando un factor de
conversion de nitrégeno a proteina de 6.25] y grasa
bruta (Smedes, 1999; Karl et al., 2012) en el musculo
inicial. Los andlisis se realizaron al menos por
triplicado y los resultados se expresaron en g kg™. El
pH se determind a temperatura ambiente usando 10 g
de musculo picado en 100 ml de agua destilada. Las
medidas se realizaron con un electrodo de vidrio
(electrodo de pH linea azul Elektrolyt L300; Schott
Instruments, Mainz, Alemania).
Cuantificacion y viabilidad de las larvas

Digestion con pepsina

Para cuantificar las larvas las fracciones MTny y
RTny fueron digeridas con solucién de pepsina a una
concentracion final de 0.3 M HCI, 10 mg ml* pepsina
[actividad proteolitica 1:10000 NF (2000 FIP-U g™),
Panreac, Castellar del Vallés, Espafia] (1:2; p:v),
pH<1.1 (CODEX, 2004). Se incubaron en bafio de
agua (37+0.5°C) con agitacion constante durante 30
minutos o hasta que el musculo estuvo completamente
digerido (Ozanz Mur, 2001; Vidacek et al., 2009).
Una vez terminada la digestion, se enfriaron
inmediatamente en agua con hielo y se neutralizaron
para evitar que la pepsina continuara ejerciendo su
efecto. Para facilitar la cuantificacién de las larvas
enteras, las fracciones digeridas de ambos lotes fueron
filtradas a vacio en matraces kitasato y filtros de papel
Whatman #1 (Cat N° 1001 125, GE Healthcare UK
Limited), evaluando la parte retenida en los filtros de
cada fraccion (MTnyy RTny).

Movilidad

Este procedimiento s6lo se realizd en las
fracciones MTny y RTny del lote 1 (infestacion
controlada con larvas vivas). Se verifico visualmente
el movimiento espontaneo o estimulado (tocando las
larvas con una aguja sin dafar la larva) de las larvas
encontradas después de filtrar al vacio las fracciones
digeridas. Cuando no se observd movimiento durante
un periodo de 2 horas se consider6 que la larva estaba
muerta (Solas et al., 2008; Vidacek et al., 2010). Se
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contabilizaron las larvas vivas encontradas en cada
fraccion.

Emision de fluorescencia

Para verificar la presencia, integridad y cuantificar
las larvas en cada fraccion (MTnyy RTny) y lote (1 y
2), se evalud la emision de fluorescencia (366 nm) del
material retenido en los filtros después de congelarlos
a -20+2°C durante 48 horas (Tejada et al., 2006a).
Para facilitar el recuento se tomaron fotografias con
una camara digital (Coolpix 5000, Nikon, Tokyo,
Japon) con luz visible y luz ultravioleta (366 nm). En
los filtrados de todas las fracciones (MTnxy RTny) y
lotes (1 y 2) se contabilizaron las larvas enteras y por
diferencia se obtuvo la cantidad de larvas rotas. El
resultado se calculé en relacién con el porcentaje de
larvas presentes inicialmente en el musculo.
Microscopia electronica de barrido (SEM)

El andlisis s6lo se realiz6 en las muestras
correspondientes al lote 2 (infestacion natural, larvas
muertas) y tuvo como finalidad evaluar las
modificaciones en el musculo tamizado. Se aplico el
protocolo descrito por Tejada et al. (2006a).

Resultados y discusion.
Identificacion taxonémica de larvas de Anisakis

Morfologicamente las larvas del lote 1 fueron
clasificadas como tipo | e identificadas como Anisakis
simplex s.s. (88.57%) y Anisakis pegreffii (11.42%).
Anélisis elementales y pH

El contenido de humedad (805.36+2.31 g kg?),
cenizas (13.08+0.08 g kg?), proteina (191.17+1.30 g
kgl) y grasa (8.15+0.10 g kg?') del mdsculo de
merluza se encuentra dentro de los valores reportados
para la especie (Tejada et al., 2003).
Rendimiento del muasculo

El rendimiento del musculo tamizado respecto al
musculo inicial oscil6 entre 60 y 80%, dependiendo
del tamiz utilizado y del lote estudiado (Figura 1). No
se encontraron diferencias significativas en el
rendimiento entre los lotes 1 y 2 para el mismo tipo de
tamiz. Sin embargo, se aprecia en el mismo lote una
disminucion significativa en el rendimiento cuando el
musculo pasa a través de tamices sucesivos y se
obtuvieron los menores rendimientos cuando las
muestras se sometieron al tamizado con tres tamices
sucesivos (ABC), encontrandose en este caso
diferencias significativas entre lotes y con un
rendimiento menor en el lote 1 compuesto por
musculo dorsal.
Cuantificacion de las larvas

En la Figura 2 se muestra el porcentaje de larvas
enteras en el musculo tamizado (MTny) y retenidas en
los distintos tamices (RTny). En todos los casos se
aprecia una disminucion del nimero de larvas enteras
al disminuir el tamafio de los orificios del tamiz o
incrementar el paso a través de distintos tamices, lo
que significa que hay una rotura mayor de las larvas
en estas condiciones. No obstante en el lote 2, excepto

en el tamiz A (9=3.5 mm), se aprecia un mayor
porcentaje de larvas enteras en ambas fracciones,
probablemente debido a que las modificaciones que
sufre la cuticula de las larvas en congelacion las hace
mas resistentes a la rotura. En ambos lotes, el efecto
fue mayor en el misculo tamizado (MTny) que en la
fraccion retenida en el tamiz (RTny). Las larvas rotas
que pasan al musculo, pueden producir una mayor
propagacion de antigenos en el musculo, sobre todo
después de utilizar tamices con un orificio de didmetro
mas pequefio. Hay que tener en cuenta que la presion
ejercida en el proceso de extrusionado a través de los
distintos tamices puede modificar los porcentajes
obtenidos en las distintas fracciones cuando se utilizan
otras condiciones de procesado.
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Figura 1. Rendimiento (%) del musculo de merluza
obtenido después de la operacion de tamizado. Lote
1: Musculo dorsal con infestacion controlada (larvas
vivas, 20 larvas/100 g musculo); Lote 2: Mdsculo
ventral con infestacion natural (larvas muertas, =90
larvas/100 g muasculo). Diametro de los orificios de
los tamices: Tamiz A=3.5 mm; Tamiz B=3.0 mm;
Tamiz C=2.0 mm.

Viabilidad de las larvas

Cuando se utiliz6 el tamiz A se detecto el 20% de
larvas vivas sobre las inicialmente presentes en el
musculo y el 5% con las del tamiz B, confirmando la
resistencia de las larvas en condiciones de acidez
extrema. Sin embargo, se debe considerar que las
larvas con cuticula intacta se mantienen vivas y
enteras en condiciones de digestion, mientras que si la
cuticula se encuentra alterada por algin proceso, las
larvas se pueden digerir y su recuento seria menor del
esperado (Rodriguez-Mahillo et al., 2008; Solas et al.,
2009).

En la industria una operacion de refinado,
dependiendo del didmetro de orificio del tambor,
podria significar una menor cantidad de larvas en el
musculo utilizado posteriormente para la elaboracion
de surimi, considerandose que este proceso disminuye
la presencia de larvas en lotes de pescado o zonas
anatdmicas con alta tasa de infestacion. Sin embargo,
existe la posibilidad de que una mayor rotura de las
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larvas al disminuir el didmetro de los orificios pueda
influir en la dispersion de alérgenos en el musculo.
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> e ] P
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Tipo de tamiz

Figura 2. Porcentaje (%) de larvas L3 de Anisakis
enteras en musculo tamizado de merluza (MTny) y en
los residuos retenidos en el tamiz (RTny). Lote 1:
Mdsculo dorsal con infestacion controlada (larvas
vivas, 20 larvas/100 g mdsculo); Lote 2: Musculo
ventral con infestacion natural (larvas muertas, =90
larvas/100 g musculo); Diametro de los orificios de
los tamices: Tamiz A=3.5 mm; Tamiz B=3.0 mm;
Tamiz C=2.0 mm.

Microestructura del musculo tamizado

En la Figura 3 se presentan imagenes de
microscopia electronica de barrido (SEM) del masculo
ventral tamizado (MTny, lote 2). El estudio
microscopico del masculo nos indicé que existe un
proceso gradual de ruptura de las fibras musculares
por la accion del tamizado. Las diferencias
estructurales en el masculo se observaron mejor en las
muestras que fueron refinadas con tamices sucesivos,
en especial aquellas con menor didmetro de orificio.
Sin embargo, incluso en la muestra obtenida con la
combinacién de tamices ABC, se encontré la
presencia de larvas practicamente enteras (Figura 4).
El diametro de las larvas L3 oscila entre 0.10 y 0.15
mm lo que justificaria su presencia en el musculo
tamizado y la mayor cantidad de larvas enteras
encontradas cuando se utilizé el tamiz A.

Conclusiones.

1. La operacion de tamizado durante el proceso de
elaboracién de surimi ocasiond la retencion de
larvas enteras en el tamiz, que estuvo inversamente
relacionada con el diametro de los orificios, e
implic6 una disminucién en la cantidad de larvas
enteras en el masculo tamizado correspondiente.
Actualmente se estan realizando  estudios
inmunoldgicos con el fin de dilucidar como esta
primera fase del proceso influye en la tasa de
antigenos en el surimi obtenido.

Figura 3. Microscopia electronica de barrido (SEM) de
musculo ventral de merluza con infestacion natural (lote 2)
obtenido después de la operacion de tamizado. Tipo de
tamizado de acuerdo al didmetro de los orificios de los
tamices: A-Tamiz A (8=3.5 mm); B-Tamiz B (&=3.0
mm); C-Tamiz C (@=2.0 mm); AC-Combinacion de
tamices A 'y C; BC-Combinacion de tamices By C; ABC-
Combinacion de tamices A, By C.
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Figura 4. Micrografia del cuerpo de una larva de
Anisakis spp. encontrada en mdsculo ventral de
merluza (lote 2) tamizado con una combinacion de
tamices sucesivos (ABC). La presencia de la larva se
indica con una flecha.
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