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REDUCCION DE Salmonella senftenberg y Escherichia coli EN PIEL DE
CERDO UTILIZANDO SOLUCIONES DE DIOXIDO DE CLORO GASEOSO

Wong, Eric’ y Linton, Richard H."

ABSTRACT

REDUCTION OF Safmonella senftenberg AND
Escherfchia coli ON PORK SKIN USING CHLORINE
DIOXIDE GAS SOLUTIONS

The reduction of Saimonela senftenbengand Escherichia
coli on pork skin using chlorine dioxide gas was studied.
Samples of pork skin were aseptically excised from the ham
area and inoculated with approximately 8 log10cfu/cm? of
Saimonela senftenbergor Escherichia coli,. Totallogarithmic
reductions for both microorganisms were determined after
treating the samples for 60 and 600 s with chlorine dioxide
gas solutions of the following concentrations: 0, 294, 588,
784 and 1046 mg/L. Total logarithmic reductions observed
for & senftenberg were significantly smaller than those
observed for £ coff (p=0,05). For 5 senffenberg no
significant difference was found among the reductions for
60 or 600 s (p>0,05). For both contact times reductions
found for chlorine dioxide gas solutions were not different
fram those found for the contral (p>0,05).  All reductions
found for 5. senftenbergranged from 0,0 log10cfu/cm?’ to
0,4 loglOcfu/em?. Reductions found for £ colf were
significantly higher when treated during 500 s compared to
a 60 s treatment (p<0,05). A maximum reduction of 3,2
log10cfufem? was found for a concentration of 294 mg/L
applied for 600 s. This reduction was different from the ane
found for the control {p<0,05) and not significantly different
from those observed at higher concentrations {p=0,05).
Results presented in this study demonstrate the antimicrobial
effect of chlorine dioxide gas solutions for £, coffon pork
skin. This indicates a potential use of chlorine dioxide gas
solutions to establish a pathogen reduction strategy that
can allow the pork industry to comply with regulations set
for £ ol Since similar treatments were not useful to
reduce levels of 5. senftenberg, such a strategy will only
provide a partial solution.

Key words: Salmanella sentftenberg, Eschericiiia cofi, pork
skin, chlorine dioxide.
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RESUMEN

Se estudio la reduccion de Salmonella senftenberg y
Escherichia colien piel de cerdo utilizando didxido de cloro
gaseoso. Se tomaron asépticamente muestras de piel de
cerdo del area de la pierna y se inocularon con
aproximadamente 8 logl0ufc/cm’ de 5. senftenberg o £
coff. Para ambos microorganismos, se determinaron las
reducciones logaritmicas totales después de tratar las
muestras por 60 ¢ 600 s con soluciones de dioxido de cloro
gaseoso con concentraciones de 0, 294, 588, 784 y 1046
mg/L. Las reducciones logaritmicas totales observadas
para 5. senftenberg fueron significativamente menores
(p=<0,05) gue las observadas para £ cofi. Para
5. senftenberg, no se encontraron diferencias significativas
{p=0,05) entre las reducciones determinadas a 60 s y 600
s. Para ambos tiempos de contacto, las reducciones
logradas con todas las soluciones de didxido de cloro
gaseosos no fueron diferentes (p>0,05) de la lograda con
el control. Todas las reducciones encontradas para
5. senftenbergoscilaron entre 0,0 y 0,4 log10ufc/cm®. En
el caso de £, colf las reducciones fueron mayores (p<0,05)
cuando los tratamientos se aplicaron por 600 s comparadas
con las obtenidas por 60's. Para este microorganisme la
maxima reduccion (3,2 logl0cfu/cm?) se abservo para |a
solucion de 294 mg/L aplicada por 600 s, Esta reduccion
fue diferente (p<0,05) a la encontrada para el control, y no
difiria significativamente {p=0,05) de las reducciones
observadas a concentraciones mayores. Los resultados de
esta investigacion demuestran el efecto antimicrobiano de
soluciones de didxido de cloro gaseoso sobre Escherichiia
colf en la superficle de piel de cerdo. Bajo las mismas
condiciones, estas soluciones no tuvieron efecto de reduccion
sobre S, senftenbery. Esto indica un posible uso del dioxido
de cloro gasenso en una estrategia parcial de reduccion de
patégenos que ayude a la industria a cumplir [as normas

Palabras clave: Salmonella senftenberg, Eschericiia col
piel de cerdo, dioxido de cloro.
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INTRODUCCION

Una estrategia de reduccion de patogenos puede
definirse como el proceso que reduce o elimina
microorganismos patdgenos y otros microorganismos
asociados presentes en los alimentos (USDA, 1996). Estas
etapas utilizan agentes fisicos o quimicos, con efecto
antimicrobiano, que permiten la eliminacién o disminucion
de estos microorganismos a niveles aceptables.

Durante las operaciones de matanza es imposible evitar
la contaminacicn de las canales con el contenido fecal del
animal (Dickson & Anderson, 1992). Esto representa uno
de los aspectos mas criticos que enfrenta la industria carnica
desde el punto de vista de calidad e inocuidad. Aunque la
mayaria de la flora bacteriana transferida a la canal du-
rante las operaciones de matanza es no patogenica, algunos
pategenos coma Salmonella sop., Escherichia coll 0157:H7,
Campplobacter spp. y Listeria monocytogenes pueden estar
presentes (Dickson & Anderson, 1992; Hardin ef &/, 1995).
Las estrategias de reduccion de patdgenos pueden ayudar
a controlar la presencia de estos microorganismos.

Como parte de las regulaciones del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (USDA) para la industria
carnica (USDA, 1996), se han definido niveles maximos
aceptables para el recuento de £ colf v para la incidencia
de Salmonella spp. en canales después del proceso de
matanza. A pesar de que actualmente no se requieren por
ley, las estrategias de reduccidgn de patdgenos son
recomendadas como complemento para los programas de
Analisis de Riesgos y Puntos Criticos de Control (HACCP).
El establecimiento de dichas estrategias en los procesos
de matanza puede contribuir a reducir o mantener los
niveles de £ colf y Salmonelia spp. dentro de los margenes
exigidos por ley,

Por su efecto antimicrobiano comprobado, los
compuestos clorinadas han sido utilizados extensamente
en la industria alimentaria como agentes de desinfeccion
de superficies y equipos.  Recientemente se ha recono-
cido al dioxido de cloro gaseoso como un agente
antimicrobiano que presenta algunas ventajas sobre otros
compuestos clorinades (Reina ef &/, 1995). Entre las
ventajas mas importantes se pueden citar su efecto
bactericida independiente del pH, mayor actividad contra
esporas bacterianas, y baja peligrosidad al no reaccionar
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con compuestos nitragenados para producir cloraminas
(Aieta et af, 1984).

De acuerdo con Bernarde ef &/, (1967), las propiedades
antimicrobianas de los compuestos clorinados se conocen
desde hace mucho tiempo, y en el caso del didxido de cloro
el poder de oxidacion es 2,5 veces mayor comparado con
el cloro. Lillard (1979} encontrd que una concentracion de
digxido de cloro tiene un poder bactericida 7 veces mayor
que la misma cancentracion de claro en agua. El uso del
didxido de cloro va en aumento, pues el compuesto ha sido
incorporado en la formulacion de productos quimicos que
se utilizan con frecuencia en la industria alimentaria en
procesos de limpieza y desinfeccion (Odlang, 1981).

Se han realizado varios estudios para evaluar el uso del
didxido de cloro en procesos relacionados con alimentos.
Reina et af (1995) estudiaron el control de microorganismos
durante el procesamiento de pepine agregando didxido de
cloro al agua de enfriamiento. Estos autores encontraron
que el didxido de cloro puede utilizarse con éxita para evitar
el aumento de la poblacion bacteriana en las aguas de
enfriamiento, pero no es efectivo sobre la poblacion presente
en |a superficie o interior del vegetal. Foegeding et @i,
{1986) comprobaron la inactivacion de las esporas de Ba-
cillus y Clostrigium utilizando dioxido de cloro gaseoso.
Villareal et &/ (1990) determinaron que la dosificacion lenta
¥ progresiva de dioxido de cloro es (til para reducir, e inclu-
sive eliminar, Salmonela spp. en canales de polla.

Lin et &l (1996) demostraron el efecto antimicrobiano
de soluciones de dioxido de cloro gaseoso (concentraciones
entre 7,5 y 15 ppm) sobre Escherichia colf vy Listeria
monocytogenes Scott A en trozos de pescado, Cutter &
Dorsa (1995) evaluaron el uso de |a atomizacion can
soluciones de dioxido de cloro gaseoso en procesos de lavado
para reducir la contaminacion fecal en canales de res, Estos
autores encontraron que los lavados por atomizacion son
efectivos en concentraciones alrededor de 20 ppm.

Las estrategias de reduccion de patogenos basadas en
el uso de soluciones de didxido de cloro gaseoso podrian
ser Utiles para reducir la contaminacion microbiana super-
ficial en la piel de las canales de cerdo. Esto podria ayudar
a que esta industria carnica cumpla con los requisitos le-
gales que han sido establecidos por el USDA (1996) para
Salmonelia spp. vy E coli.  Con base en lo anterior, se
planted como objetivo de este estudio, evaluar el efecto de



soluciones de didxido de cloro gaseoso sobre la reduccidn
de Salmonefia senftenberg y Escherichia coli en piel de
cerdo.

MATERIALES Y METODOS
Preparacidn de las muestras de piel de cerdo

Se tomaron muestras de piel de cerdo de la zona de la
pierna utilizando cuchillo y pinza estériles, y siguiendo las
técnicas asépticas se abtuvieron trozos de 300 cm? {30 cm
X 10 cm) de superficie y 1 cm de espesor. Las muestras se
tomaron de canales con menos de 2 h de refrigeracion
después del proceso de matanza, Todas las muestras
fueron colocadas asépticamente en bolsas Whirlpack™
estériles y transportadas inmediatamente al laboratorio,

Cepas bacterianas e inoculacidn

Las muestras de piel de cerdo fueron colocadas sobre
una superficie de acero inoxidable estéril para ser
inoculadas. Las superficies de las muestras fueron
inoculadas con Salmonelz senftenberg (aislada de carne
de cerdo en Virginia Polytechnical Institute, Virginia) o Es-
chericlia coli GM 1829, Para ello se utilizaron cultivos en
fase estacionaria propagados del cultivo madre a 379C por
18 h de forma estatica en caldo tripticasa soya (Difco Labo-
rataries, Detroit, MI). El cultive madre de cada cepa se
mantuvo a 4°C en tubok con agar tripticasa soya (Difco
Laboratories, Detroit, MI) inclinado y fue transferido al menas
una vez al mes durante el desarrollo de la investigacian.

Para la incculacion de las muestras de piel de cerdo se
tomad una alicucta del cultivo puro sin diluir. Esta alicuota
se esparcié cuidadosamente sobre la superficie de las
muestras con una brocha estéril para obtener una carga
inicial aproximada de 8 logl0cfu/cm?®. Se dejo secar el
indculo por 15 min a 259C antes de aplicar los tratamientos
con |as soluciones de digxido de cloro gaseoso. El indculo
que se coloco en la superficie de las muestras se considerd
como la Gnica fuente del microorganismo, ya que €l recuento
total de bacterias mesdfilas (Vanderzant y Splittstoesser,

1992) en la piel de cerdo antes de la inoculacidn fue menor
que 10 ufc/em?,

Soluciones de didxido de cloro gaseoso

Para generar el didxido de cloro gaseoso se utilizd el
generador COG High Performance Chlorine Dioxide Gas
Generator (CDG Technologies Inc, New York, NY). Se utilizd
digxido de cloro gaseoso balanceado con 4% de nitrdgeno
para generar 8% de dioxido de cloro gasecso sobre
nitrdgeno con una densidad de 2840 mg/L. La solucidn
madre de didxido de cloro se obtuve inyectando el gas en
agua destilada y se mantuvo a 4°C en |a oscuridad.

La concentracion de la solucidn madre (1494 mg/L) se
determing utilizando el método de valoracion DPD-FEAS para
cloro total (HACH Co., Ames, lowa). Se generd una curva
de calibracidn correspandiente a la concentracion de didxido
de cloro gaseoso en funcion del volumen del reactivo
empleado en la valoracién (valorante) y se obtuvo la
siguiente ecuacion para el mejor ajuste de dicha curva:

[C10,] = [0:02 (volumen valorante en mL)+0,09mgfL (rF=0,99)

Una vez determinada la concentracian de la solucian
madre, se prepararon las soluciones con la concentracidn
a ensayar (294, 588, 784 y 1046 mg/L) utilizanda equipa
volumetrico calibrado para realizar las diluciones necesarias.
Estas soluciones se mantuvieron a 40C en la oscuridad hasta
su uso (menos de 1 h después de preparadas).

Determinacidn de las reducciones logaritmicas
totales

Las reducciones logaritmicas totales para 5. senffenberg
y E. coli sobre piel de cerdo fueron determinadas para
soluciones de didxido de cloro gaseoso con concentracionss
de 294, 588, 784 y 1046 mg/L aplicadas a la superficie por
60 ¢ 600 s (tiempo de contacto). Se trabajé también un
control con agua destilada estéril (0,0 mag/L) para ambos
tiempos de contacto,

Después de la inoculacion con el microorganismo
correspondiente, los trozos de 300 cm?® fueron
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asépticamente divididos con un cuchillo esteril para obtener
trozos de 9 cm? (3 cm X 3 cm) de area. El cuchillo fue
sumergido en alcohol y flameado entre cada corte. Para
cada microorganismo, cada tratamiento se aplicd por
triplicado utilizando trozos que fueron inoculados de forma
independiente.

Para determinar la carga inicial después de la inoculacidn
se utilizo un trozo sin tratamiento. Los tratamientos se
llevaron a cabo colocando 45 mL de la solucidn
correspondiente en una placa de Petri y sumergiendo el
trozo de piel inoculado durante el tiempo de contacto
correspondiente (60 6 600 s). Los trozos se manipularon
con pinzas estériles.

Para determinar la carga inicial o la carga remanente
después de cada tratamiento se siguid la técnica de recuento
total aerobio seglin Vanderzant y Splittstoesser (1992).
Cada trozo de piel fue homogeneizado en 9 mL de agua
peptonada al 0,1% durante 1 min n un Stomacher
(Stomacher Lab Blender 400, London). A partir del
homogeneizado se prepararon diluciones decimales de las
cuales 1 mL fue colocado, por duplicado, en Petrifilm™ para
recuento total asrobio (3M, Minneapolis, MN), el cual se
incubd a 37°C por 48 h, El recuento se expreso en log10ufc/
cmi,

La reduccion logaritmica total para cada tratamiento
{combinacion de concentracion y tiempo de contacta) se
determing calculando la diferencia entre el logaritmal0 del
recuento obtenido después del tratamiento y el logaritmo10
del recuento inicial.

Disefio experimental y andfisis de datos

El experimento correspondic a un disefio irrestricto
aleatorio n un arreqlo factorial 2 X 5 X 2 (microarganismo,
concentracion de la solucion y tiempo de contacto,
respectivamente) con tres repeticiones. Para evaluar las
diferencias entre las reducciones logaritmicas totales
observadas para cada microorganismo, concentracion de
la solucion y tiempo de contacto, se realizd una analisis de
variancia con una prueba de Scheffe's para comparacion
de promedics. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas si la probabilidad asociada
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fue menor que 0,05 (p<0,05). Todos los analisis se realizaron
utilizando el paquete Statistical Analysis System (SAS) (SAS
Institue, Cary, NC).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se estudid el efecto del tiempo de contacto y de la
concentracién de diferentes soluciones de didxido de cloro
gaseoso sobre las reducciones logaritmicas totales de
Salmonelia senftenbergy Escherichia colfen la superficie
de piel de cerdo. Los resultados se muestran en el Cuadro
1.

Cuadro 1. Reducciones logaritmicas totales promedio
{logl0ufcfem?) para Safmonella senftenberg y Escherichia
co/f en superficie de piel de cerdo expuesta a diferentes
tiempos de contacto con soluciones de diferente
concentracién de didxide de cloro gaseoso!

O, {mafL) s 605 Gls o0s
0 01£01° OL£01° DL£00" 00=01°
M 014£05* 04402* 00£01* 32201
=58 044£04% 02405* Z4x11* 34£08°
i) 00+00* 04+01* 3F2x07* 37+02°
1046 DO£01* 02+04° 2Z7£27° 33431°

Los promedos se muestran oon e infervalo de confianed de %5%. Los promedos
£ 2N s Columng, con letras mindsoulas dferentes, son synficathamente
diferontes (p<0,05)

En general, las reducciones logaritmicas totales
observadas para 5. senffenberg fueron menores (p<0,05)
que las observadas para £ cofl Mo hubo diferencia
significativa (p=>0,05) entre las reducciones de
5. senftenberg encontradas para ambos tiempos de
contacto, por lo que un aumento de 10 veces (de 60 a
600 5) en el tiempo de exposicion no produjo una reduccidn
mayor en €l caso de este microorganismo.

Para ambos tiempos de contacto, las reducciones
determinadas para las soluciones de didxido de cloro
gaseoso (294, 588, 784y 1046 ma/fL) no fueron diferentes
a la reduccion encontrada para el control (0,0 mg/L),



por lo que esta cepa de 5. senftenberg resiste
soluciones de didxido de cloro gaseoso de hasta 1046
mg/fL. Los valores encontrados, entre 0,0y 0,4 log ufc/
cn?, indican que ninguna de las condiciones ensayadas
en esta investigacion podria utilizarse para establecer una
estrategia de reduccion de patdgenos que ayude a reducir
o eliminar a 5. senftenberg en la superficie de piel de
cerdo.

Para un tiempo de contacto de 60 s, no se encontro
diferencia {p=0,05) en las reducciones de £ coli
obtenidas para el control (0,0 ma/L) y la solucidn de 294
ma/L. Por otra parte, y para este mismo tiempo de
contacto, las reducciones obtenidas para las soluciones
de 588, 784 y 1046 mag/L no difirieron entre si (p>0,05),
pero si fueron mayores (p<0,05) que las encontradas
para la solucion de 294 mg/L y el control (0,0 mg/L).

Cuando las muestras inoculadas con £, coff se trataron
por 600 5, las reducciones observadas para as soluciones
de 294, 588, 784 y 1046 mg/L fueron mayores (p<0,05)
que las observadas para el contral (0,0 ma/L). Sin
embargo, esas reducciones no fueran diferentes entre si
{p=0,05), indicando que la méxima reduccion logaritmica
total para £ co¥f (3,2 log, ufc/cm’) se alcanzo, a 600 5,
con la solucion de 294 mg/L. Esta Gltima representa la
condicion del estudio que produjo una mayor reduccion
de £ coffen la superficie de piel de cerdo, dado que a
600 s las reducciones de £ colf fueron mayores (p<0,05)
que aa0s,

Ya que alin no se ha definido la copcentracion maxima
permitida para soluciones de dioxido de cloro gaseoso
que se utilizan en productos de cerdo, es claro que debe
recomendarse el uso de la concentracion mas baja que
garantiza la maxima reduccian,

Las condiciones antes mencionadas, que garantizan
una reduccion de 3,2 log ufc/cm® de £ cofien la
superficie de piel de cerdo, podrian utilizarse con éxito
en el establecimiento de un tratamiento superficial de la
canal de cerdo que ayude a esta industria camica a cumplir
con los niveles exigidos por ley para £ cofi Sinembargo,
por el poco éxito obtenido bajo las mismas condiciones
con la cepa usada de 5. senflenberg, ese tratamiento
seria Unicamente una solucion parcial.
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PROGRAMA DE RONDAS INTERLABORATORIOS DE ANALISIS DE
ALIMENTOS (PRIDAA): EVALUACION DEL DESEMPENO ANALITICO EN
EL PERIODO 1998-2000

e —————

Lofs, Mdnica”

ABSTRACT

FOOD ANALYSIS PROFICIENCY TESTING PROGRAM
(PRIDAA): ANALYTICAL PERFORMANCE
EVALUATION DURING 1998-2000

Since 1998 a proficiency testing program (PRIDAA),
designed by ISO/IEC Guide 43-1, has been operating to
evaluate laboratories' analytical performance.,

This article analyzes data obtained during 1998-2000,
where up to 16 laboratories from Costa Rica, Panama and
Cuba participated. Four rounds were completed for
performance assessment in proximate analysis (moisture,
fat, pratein and ash) on different foods (milk powder, whole
wheat, corn and wheat flours).

Each round consisted of the preparation of a
homogeneous and stable material, which was distributed
among the participants every four months. In the two
following months, the laboratories analyzed the components
defined for any particular food, using the analytical methods
they usually apply. The results and the information on the
method used were sent Lo the program coordinator who
statistically analyzed the data to calculate a Z-score that
indicated if the result had been satisfactory (| 2!<2),
questionable (2<|2|<3) or unsatisfactory (| Z|>3).
Information on performance and methods utilized was
distributed to the participants assuring confidentiality of
results,

OFf 221 resulls obtained, 156 were satisfactory (71%)
and 25 were questionable (11%). Far maisture and fat,
satisfactory results obtained were variable (30-82% for
moisture, and 21-60% for fat). This indicates the need for
laboratories to study possible sources of variation affecting
their results. Percentages of satisfactory results for protein
and ash varied between 82 and 100% in both cases, which
shows that methods used for protein and ash analyses are
not so sensitive to variations in different parameters reparted
by the laboratories.

Routine participation in a proficiency testing program is
a simple, objective and reliable way for laboratories to ensure
good quality analytical data. For this reason, these results
should stimulate other laboratories to participate.

Key words: analytical quality, analytical performance,
proficiency testing.

* Centro Nanional ce Cincia y Tecnoiogia de Alimentes

RESUMEN

En 1998 se diseno un "Programa de Rondas
Interlaboratorios de Analisis de Alimentos” (PRIDAA) para
evaluacion del desempeiio analitico de laboratorios, que se
desarrolla en forma continua siguiendo los lineamientos de
la Guia ISO/TIEC 43-1.

En este articulo se analizan los resultados del periodo
1998-2000, donde participaron hasta 16 labaoratarios de
Costa Rica, Panama y Cuba. Se completaron 4 randas para
la evaluacion del desempefio en humedad, grasa, proteina
¥ cenizas, sobre diferentes alimentos (leche en polvo,
harinas de trigo, trigo integral y maiz).

Cada ronda consistio en la preparacion de un material
para analisis, homogéneo y estable, que se distribuyd en-
tre los participantes cada 4 meses. Los |laboratorios
analizaron los componentes definidos segun el alimento,
dentro de los 2 meses siguientes, utilizando el métado
analitico que usualmente aplican. Los resultades vy la
informacion sobre el método empleado fueron enviados al
coordinador del programa. Este analizd los datos para
calcular un estadistico de desempeno (£, que indica si el
resultado obtenido es satisfactorio (| Z| <2), cuestionable
(2= |Z1=3) o insatisfactorio (| Z] -3). La infarmacion
resultante se presentd a los participantes asegurando
confidencialidad.

Se recibieron 221 resultados, 156 fueron satisfactorios
(71%) y 25 fueron cuestionables (11%). Para los analisis
de humedad y grasa se obtuvieron resultados satisfactorios
en porcentajes variables (30-82% para humedad y 21-60%
en grasa). Esto demuestra la necesidad de que los
laboratorios estudien qué fuentes de variacidn estan
afectanda los resultados. Los porcentajes de resultados
satisfactorios de proteina y cenizas obtenidos variaron en-
tre 82 y 100% en ambos casos, lo que indica que los métodos
utilizados para estos analisis son poco sensibles a las
variaciones en los ciferentes parametros reportados por
los laboratorios.

La participacion de rutina en este tipo de programas es
una forma sencilla, objetiva y confiable de contralar la
calidad de resultados analiticos, por lo que se espera que
este articulo estimule a otros laboratorios a participar.

Palabras clave: calidad analitica, desempefio analitico,
comparaciones interlaboratorios.
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INTRODUCCION

Con el propdsito de contar con datos validos y confiables
&n composicién de alimentos, y de apoyar a los laboratorios
del pais para mejorar su capacidad analitica, el Capitulo
para Costa Rica del Sistema Latinoamericano de
Composicion de Alimentos - CR-LATINFOODS - detectd la
necesidad de organizar ensayos de aptitud de los
laboratorios del pais que actualmente realizan este tipo de
analisis,

La participacion en programas de evaluacion del
desempefio analitico (en inglés, "proficiency tests") es una
de las formas mas extendidas y reconocidas de obtener
informacicn objetiva sabre la capacidad de un laboratorio
para realizar determinados andlisis. Tiene la ventaja de no
implicar al laboratorio ni esfuerzo ni gastos adicionales en
el analisis, ya que la muestra para la evaluacion se incluye
como una mas en la rutina de trabajo.

Existen diferentes programas de este tipo especificos
para alimentos, que han tenido gran difusion y éxito en sus
paises de origen, como son el Food Assesment Performance
Scheme (FAPAS®), del Reino Unido y el programa de AOAC.
La participacidon de laboratorios de Costa Rica en estos
programas es muy reducida, posiblemente debido a que la
informacion no les ha llegado con suficiente detalle o por el
costo anual que se paga por la participacion, que
tradicionalmente no ha sido contemplada en los gastos de
aperacion,

La disponibilidad de un programa de este tipo que pueda
operar a nivel regional ha sido muy bien acogida por los
laboratorios, que han encontrado en esta metodologia, una
forma practica y objetiva de control de la calidad de
resultados analiticos.

METODOLOGIA

El Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos
(CITA} inicio en 1998 la organizacion del "Programa de
Rondas Interlaboratorios de Analisis de Alimentos"
(PRIDAA), con el apoyo del grupo CR-LATINFOODS como
promotor y asesor. El Programa se disefio, y se desarrolla,
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siguiendo los lineamientos de la Guia ISO/IEC 43-1: 1996:
Ensayos de aptitud por comparaciones interlaboratorios
(IRAM, 1997) y del "International Harmonized Protocol for
Proficiency Testing of (Chemical) Analytical Laboratories”
elaborado por IUPAC/ISO/ADAC (Thompson y Wood, 1993),

El funcionamiento del Programa estd documentado en
el Protocolo de Operacidn (Lois, 1998), donde se describen
los detalles de la preparacicn de los materiales, evaluacion
de su homogeneidad, distribucion, analisis de resultados y
la forma de reportarios,

El PRIDAA inicic la primera ronda en julio de 1998 con
13 laboratorios de Costa Rica que solicitaron participar, de
los cuales 11 entregaron resultados en el tiempo establecido.
En los dos afios de operacion del PRIDAA, han participado
14 laboratorios de Costa Rica, 1 de Panama y 1 de Cuba,
destacando que siempre se han mantenido los 11 primeros
participantes,

Organizacion

Las rondas del PRIDAA consisten en la preparacion de
un material de ensayo, homogéneo y estable, que se
distribuye entre los participantes cada 4 meses, tal como
recomiendan Thompson y Wood (1593). Los laboratorios
analizan los componentes que se definan segin el alimento,
dentro de los 2 meses siguientes al momento de la
distribucion de muestras, utilizando el método analitico que
usualmente aplican. Los resultados son enviados al
coordinador del programa. Estos resultados son sometidos
a un analisis estadistico que permite determinar el
desempefio de cada laboratorio, el cual se expresa por un
parametro - Z - que indicara, para cada determinacion, si
este ha sido satisfactorio, cuestionable o insatisfactorio. La
informacion sobre el desempefio de los laboratorios se
presenta en un reporte de la ronda, disenado de tal manera
que se asegura la confidencialidad de la informacion
generada por cada laboratorio (Lois, 1998). Al final de
cada ronda se realiza una reunién con los participantes y el
grupo asesor, donde se discuten los resultados y se plantean
posibles fuentes de error que expliquen las desviaciones
encontradas.

En este tipo de pruebas interlaboratorios, donde el
objetivo principal es la evaluacion del desempeno de los



laboratorios, los participantes utilizan el método de andlisis
que ellos escojan. Por eso, siempre se solicita a los
participantes informacion breve sobre el método empleado,
ya que de su correlacion con el desempenio obtenido pueden
sacarse conclusiones importantes para mejorar o
definitivamente cambiar un meétodo. Esta informacion se
presenta también en el reporte a los participantes.

Antes de la distribucidn del material preparade para
andlisis, éste debe ser evaluado en cuanto a su
homogeneidad, para asegurar que a todos los laboratorios
les |legue una muestra de la misma composicion. Esto se
hace a través del procedimiento descrito en la Guia 150/
IEC 43:1 (IRAM, 1997), aplicando criterios estadisticos de
aceptacion del lote a distribuir (Thompson & Wooed, 1993;
ASTM, 1995 ; Lois, 1998).

Calculo del estadistico de desempeiio (Z)

El calculo de Z se realiza utilizando la formula (1), donde x
es el valor reportado por cada laboratorio para un analito,
¥ es el valor asignado y o es un valor meta para la
desviacian estandar de los resultados entre laboratorios.

7w X=X (1)
o

En este tipo de programa, una forma de estimar el
valor real del analito (X) en la muestra es calculando un
valor de consenso de los participantes (excluyendo valores
espurios) (IRAM, 1997; Thompson & Wood, 1993; Lois,
1998). De alli que sea importante mantener una
participacion minima de 5-10 participantes, para obtener
un valor confiable de X (Tholen, 1999).

El valor de o se obtiene de diferentes formas segin la
ronda y el analito, utilizandose en la mayoria de los casos
la ecuacion deducida por Horwitz { 1982) o, si se cuenta con
informacion de estudios colaborativos apropiados (en una
matriz igual o similar a la ensayada), se utiliza el valor alli
reportado para reproducibilidad { Thompson & Wood, 1993),
La clasificacion del desempenio de los laboratorios, tomando
como base el valor Z, para cada analisis es:

|Z| = 2, satisfactorio
2 <| z| <3, cuestionable
| 2| > 3, insatisfactorio

Los valores de Z se presentan a los participantes en
tablas donde la identificacion de los laboratorios es
cadificada, y también en forma grafica donde se visualiza
el desempeiio global del grupo participante. Un ejemplo
de este grafico de resultados se presenta en la Figura 1.

Valores do £ oblonidos para ef andbsis
de humedad

4.0
3.0
20

0] oononinmmn

Z A0 alnl'r alfiz5| o15a10° 2 1 14 4 1510a 7
2.0 |
-3.0
404
-5.0

it

LABDRATORIO

Figura 1. Ejemplo de grafico donde se presentan
los resultados de una ronda del PRIDAA, para cada
uno de los analitos evaluados.

Materiales de ensayo y anilisis evaluados

Desde julio de 1998 hasta abril del anio 2000 se han
completado 5 rondas, de las cuales 4 fueron para la
evaluacion del desemperio de los laboratorios en analisis
proximal (humedad, grasa, proteina y cenizas). Estos san
los analisis que se realizan en el mayor nimero de los
laboratarios del pais, tanto del sector privado coma plblico
(Fernandez ef al, 2000), lo que demuestra la importancia
de estas determinaciones para diferentes fines en el sector
alimentario. Era entonces importante comenzar por rondas
donde se evaluaran estos analisis, ya gue un mayor nuimero
de participantes hace mas confiable la informacion que se
genera en este tipo de programas, donde se estan
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comparando entre si los resultados de los diferentes
laboratarios (Tholen, 1999),

Las rondas de evaluacion de analisis proximal se han
organizado sobre diferentes tipos de matrices, siempre
buscando que se trate de materiales homogéneos y estables
en el tiempo que dura una ronda. Las rondas que se han
completado en este periodo se presentan en el Cuadro 1,
junto con los materiales y analisis evaluados.

Cuadro 1. Materiales de ensayo y analisis evaluados en las
rondas del PRIDAA completadas en el periodo 1998-2000

_Ronda*  Material ____Andlisis evaluados
1 Harma de trige integral Hurnedad, grasa, proteina,
tenizas y fitira dietdbca.
] Leche én polvo Huymedad, grasa, proteina,
COMIZEL i |actasd,
| Hanny de maiz Humadad, grasa, proteina,

cenizas y fibra dietética,
Humedad, grass, proteing,
cenirns y fibra dielética,

5 Haring de trigo

*La Ronda 4 fue para evaluacion del andlisis de azicares en café
tostado v mokdo, v no se discute en este articulo

RESULTADOS Y DISCUSION

En las 4 randas de evaluacidn del desempeiio en andlisis
proximal, se obtuvieron 221 valores de Z, de los cuales 156
fueran satisfactorios (71%). Este resultado es bajo si se
compara con lo obtenido en la serie de componentes
nutricionales del programa FAPAS (Food Assessment
Performance Scheme), del Reino Unido, en el petiodo 1990-
1996 (Key ef af, 1997). Este programa opera en forma
muy similar al PRIDAA, pero con la diferencia de que en
1996 ya habian completado 18 rondas, con la participacicn
de 321 laboratorios en la serie de componentes
nutricionales, y en este periodo obtuvieron 80% de
resultados satisfactorios. Es logico esperar que con la
participacion de los laboratorios por un largo tiempo en un
programa de este tipo, se obtenga una mejoria en los
porcentajes de resultados satisfactorios. Hay que tener en
cuenta que de los 321 laboratorios que participaron en FAPAS
en el periodo mencionado, 236 fueron participantes al menos
en 17 rondas.
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Humedad

Les porcentajes de laboratorios que obtuvieron un
desemperio satisfactorio en la determinacion de la humedad
para las diferentes matrices analizadas, se presentan en el
Cuadro 2.

Cuadro 2. Clasificacion del desempeiio de los laboratorios,
tomando como base el valor Z, para el analisis de humedad
en ¢l periodo 1998-2000

Ronda Material Desemperio de los baboratorios (95)
Satisfactorio  Cucstionable  Instisfactorio
Hoadetngostegrdl  BLB(3detl)  G,1(1dell)  91(1dein)
Leche en pob S35 (7de 13 FA(Ldeld IS (Sde1d)
Haring o malr 20,7 (G 1By S00(0de 18) 227 (4 de 18)
Bh0{12de 15} 67(1del5) 133(2de1s)

| i Al e

Harina o trigo

Para analizar estos resultados es importante observar
la evolucion de las desviaciones estandar relacionadas con
estas determinaciones. En el Cuadro 3 se presentan los
valores empleados en el calculo de Z (X y o), y las
desviaciones estandar entre los laboratarios participantes,
Tn ¥ T, (5N @xcluir y excluyendo los valores espurios,
respectivamente).

La desviacion estandar meta (o) utilizada en el cilculo
de Z, fue cbtenida en todos los casos por medio de la
ecuacion de Horwilz, que es una de las formas mas utilizadas
de estimar este parametro. La ecuacion es el resultado de
correlacionar el valor de desviacion estandar entre los
resultados de diferentes laboratorios, para muchos diferentes
analitos, v la concentracion del analito en los materiales
ensayados en un gran nimero de estudios colaborativos
(Horwitz, 1982). De alli que para las muestras con menor
contenido de humedad, como es el caso de la leche en
polvo, se obtengan valores de o mas exigentes. Esto
contribuyd a la obtencién de bajos porcentajes de
laboratorios con resultados satisfactorios en las Rondas 2 y
3

En el caso de la Ronda 2, donde la desviacion estandar
entre laboratorios, luego de eliminar datos espurios, es baja
€n comparacion con las de las Rondas 1y 3 (0,59), la
principal razdn del bajo porcentaje de satisfaccion obtenido



es el o utilizado, que fue el mas estricto todos (0,22). Enel
caso de la Ronda 3, el bajo porcentaje de resultados
satisfactorios se debe realmente a una alta dispersidn entre
laboratorios (5=0,82), no habiéndose encontrado valores
extremos (datos espurios) que pudieran ser descartados
de los calculos estadisticos,

De esto puede concluirse que la definician del valor de o
empleado en el calculo de Z es muy importante, y que solo
la experiencia en la participacion en varias rondas de este
tipo puede aportar evidencia de que se esta siendo muy (o
poca) estricto a la hora de fijar una meta en la variabilidad
entre los laboratorios.

Cuadro 3. Valores empleados en el calcule de Z (X y o) para el
analisis de humedad, y desviacién estindar entre los
laborateries participantes, con (o) ¥ sin (o, ) eliminacién de
datos espurios

Ronda Matetlal

Yo Humedpd (X} o Cllate, Cpuri.
1 Harina de trigo inteqral “t]ﬂ 037 067 0,67
2 Lesthi &0 posin 33 0,22 072 0,59
3 Harina de mair 10,3 0323 082 0,52
5 Harina de ingo 132 03s 073 0,35

En la Ronda 2 se pudo verificar que el valor espurio
descartado, un porcentaje de humedad muy bajo en
comparacian can los demas participantes, fue debida a que
se utilizd una temperatura menaor a la recomendada por los
métodos reconocidos para este tipo ge muestras. En la
Ronda 5, la informacian aportada por los laboratorios sobre
la metodologia empleada no aporta evidencia del usa de un
método no adecuado.

La evaluacion de los resultados por parte del grupo de
laboratorios participantes, gue se realiza en las reuniones
de presentacion de los resultados de cada ronda, arrojo
algunas conclusiones importantes acerca de las posibles
causas de error en el andlisis de humedad. Se mencionaron
como posibles medidas correctivas para obtener mejores
resultados:

- larevision periddica del estado del desecador/desecante,

- el control de las temperaturas de las estufas,
- &l mantenimiento adecuado de las estufas (buen cierre),

- lamanipulacion correcta de la muestra antes del analisis
{muestras muy secas, con facilidad de humedecerse,
principalmente en caso de leche en polva),

- la verificacién del estado de las capsulas.

Grasa

Los resultados del desempenio de los laboratorios en la
determinacion de la grasa, en las diferentes matrices
analizadas, se presentan en el Cuadro 4. Los porcentajes
de resultados satisfactorios son un poco desalentadores.
La principal razdn de la gran divergencia entre laboratorios
para las rondas donde se analizaron muestras de harinas
esta en el bajo nivel de grasa que presentan, lo que da
lugar a un bajo valor del o que se abtiene de la ecuacion de
Horwitz (o, .). Teniendo en cuenta esto, los valores de o
empleados en el célculo de Z, a partir de la Ronda 3, fueron
calculados, como 2 veces el valor o, . Aln asi, el valor
meta es mucho menor (mas estricto) que lo que se ha
obtenido como desviacion estandar entre [aboratorios, como
puede verse en-el Cuadro 5.

Cuadro 4. Clasificacion del desempeiio de los laboratorios,
tomando como base el valor Z, para el analisis de grasa en el
periodo 1998-2000

fonda Milmil  Dosermpoio the fos laboratorios (96)
Satisfactorie. Cuestioralle  [nsattsfactorio
1 teedegmerd | @0[del0)  100{ide 10 S00(50 0
. Lioche an pokao HAMEde 1) 182 (2de11) A5 (5 de 11)
3 i de male B0 (Sode 15) 6,7 (1 e 15) T3 (5 de 15)
5 Imn-adeu:;a 214 {3 de 14) 206 (4 de 14) SO0 (7 de 14)

Otra razdn importante en la disparsion de los resultados,
es que los laboratorios estan utilizando 2 métodos que
analizan diferentes fracciones de la grasa. Se trata, enun
caso, de métodos que solo tienen una etapa de extraccion
en eter o hexano, y en el otro, de métados que incluyen
ademas una etapa de hidrdlisis acida. En esta etapa
adicional se hidrolizan muchos de los componentes de los
alimentos que podrian estar imposibilitando la completa
extraccion de grasa, como es el caso de polisacaridos y
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proteinas. Sin embargo, la hidrélisis acida de productos
con alto contenida de carbohidratos puede dar valores altos
de grasa, por la extraccion, también, de azlcares o
derivados resultantes de la hidrdlisis (Sullivan y Carpenter,
1993). En definitiva, hay varios factores que hay que tener
en cuenta para mejorar el desempeno en el analisis de
grasa, entre los que se pueden destacar una correcta
seleccion del método de andlisis dependiendo de la
naturaleza del alimento, el tamano de particula y el
contenido de humedad de las muestras. En todos los casos,
los valores de X v o empleados en el calculo de Z son los
obtenidos con los datos de los laboratorios que analizaron
par extraccion (sin hidrdlisis), debido a que son la mayoria,

En la Ronda 2, en la cual se analizd leche en polvo,
se encontré diferencia significativa entre la media de
los laboratorios que utilizan métodos con hidrolisis
acida (Babcock y Gerber), y los que utilizan el método
de Rose Gottlieb. En el caso del método Babeock, esto
esta de acuerdo con |os resultados encontrados en el
estudio colaborativo que describen Lynch et al. (1997),
donde se comprueba una diferencia entre este métado
y el Rose Gottlieb, que solo puede ser evitada si se modifica
el metedo Babcock en cuanto a la temperatura de lectura
de [a columna de grasa.

Cuadro 5. Valores empleados en ¢l cileulo de Z (X v o) para
el analisis de grasa, y desvincién estindar entre todos los
laboratorios participantes (o, ) y entre los que analizaron
por extraccion con solventes (o, )

&

“Ronda Material G (K] o B ot
1 ; _;wnna e g inegeal 1.9 .(.I_,L'I:" 0,2 0.5
2 Lesthe én pobia 268 Q.65 24 26
: Hafira de male 3.7 0,24 0,80 066
= ‘J_ g o trigo 1.1 009 oan o
Proteina

En esta determinacion, los resultados entregados por los
laboratorios fueron mucho mas concordantes que los
discutidos anteriormente, obteniéndose los porcentajes de
desempeno satisfactorio que se presentan en el Cuadro 6.
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Cuadro 6. Clasificacidén del desempeiio de los laboratorios,
tomando como base el valor Z, para el analisis de proteina

en el periodo 1998-2000

Ronda Muaterial Desemperio de los laboratorios (%)

Satlsfactoris  Cuestionable  Inaticfhctoro

1 Homdetigointegd  I00{1de1l)  O(0deif) (i e 11}
2 Lecwenpoho BST(M2detd)  Ti(lceld)  TA[loeld)
3 Horea dema BRO(S o= 17} SE{lde17) 56 (1 de 1T
5  Howmadetnge I (Hde17)  S9(1de 1T} 1AQRdeIT)

En el Cuadro 7 se presentan los valores de X y o
utilizados en el calculo de Z, siendo o en todos los casos
el gue se obtiene de la ecuacién de Horwitz. Es
importante observar que la desviacion estandar entre
laboratorios (excluyendo los valores espurios) fue, para
todas las rondas, siempre del mismo orden que el valor
meta (=) propuesto.

De los laboratorios que analizan proteina, solo uno
utiliza el método de combustion. Los restantes utilizan
el metodo de Kjeldahl, pero con una amplia gama de
diferencias entre ellos: automatizados o no, macro o
micro Kjeldahl, diversos catalizadores, volimenes de
acido y tiempos para la digestion, y tipo y volumen del
acido que recibe el MH,. La concordancia entre los
valores obtenidos en las 4 rondas por los diferentes
laboratorios, demuestra que el meétodo es robusto frente
a todas estas variaciones,

Cenizas

El desempefio de los laboratorios participantes en el
andlisis de cenizas también es, en general, satisfactorio
{Cuadro 8). Todos los laboratorios utilizan métodos de
incineracion que difieren ligeramente en la temperatura de
la mufla y el tiempo. El método resulta muy robusto, y la
variabilidad entre laboratorios estd siempre por debajo o
en el mismo orden que la meta propuesta o para cada tipo
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Cuadro 7. Valores empleados en el calculo de Z (X y o) para
el anilisis de proteina, expresado como % de nitrégeno, y
desviacidn estindar entre los laboratorios participantes, con
(#,.,) ¥ sin (o) eliminacién de datos espurios

Ronda Material %o Nitrégena (X) gty L
T 1 Hanna doUigo integral 25 009 006 006
2 Lecha an polvo 40 0,13 0,16 0,16
3 Harina de malz 13 005 007 0,05
5 Hadewge 21 008 o2 0,07

Cuadre B. Clasificacién del desempefio de los laboratorios,
tomando como base el valor Z, para el andlisis de cenizas, on
el periodo 1998-2000

Aonda Muterial

m_mmuuuiml
- 5 's-:':'lmru._r_@____ch;m Ili-_l‘!_ill-_Nl-bflﬂ_
1 Harinacho trigo integenl 00,0 (10 o 10) O f0ce D) 0 (0 de 10)
F Lischee en kv 1000 {12 da 17) 040 de L2} 0 {0 12y
3 Hanng de mai 938 (15 de 16) 0 (0 de 1) 6.2 (] d2 16)
5 Hanna de tnign B2 Y (14 delT) HB{2de17) 50(10e17)

Cuadro 9. Valores empleades en el clculo de 2 (X y o) para el
analisis de cenizas, y desviacién estandar entre los
laboratorios participantes, con (7., v sin (., ) eliminacién
de datos espurios

Ronda Material

% Conizas (X] o T
L Harina de g integeal 157 0,05 006 00
2 Liche en ol 54 -Cl.lﬁ 0,10 0,10
i Hariia do manz 1.25 0,05 0,05 0,03
5 tHaina de o s em om 0w
de material {Cuadro 9).
CONCLUSIONES

5i bien el programa es adn joven y no pueden
presentarse datos acerca de cudnto mejora o no el
desempeiic de un laboratorio en particular, si puede
concluirse que la participacion en este tipo de ensayo de

aptitud aporta mucha informacion sobre la calidad de los
resultados v sobrela robustez de los diferentes analisis

evaluados, asi como sobre posibles fuentes de error
detectadas a partir de la informacion del método empleado.

Vale la pena resaltar que solo la participacion en el
programa no asegura la mejora en la calidad de los
resultados obtenidos por un laboratorio. Lo que realmente
mejora el desempeno del laboratorio sera su capacidad
para utilizar la informacion generada, en la blsqueda de
las causas de los errores y de las acciones correctivas que
correspondan.

En cuanto a los analisis evaluados, puede deducirse que
los métodos de analisis de humedad y grasa, si bien parecen
ser sencillos y conocidos, tienen muchos aspectos a los
que hay que atender para mejorar la dispersion de los
resultados entre los diferentes laboratorios, En cambig,
los métodos utilizados para el analisis de proteina y cenizas
han demostrado ser poco sensibles a variaciones en
diferentes parametros, y en general con ellos se obtienen
resultados satisfactorios y concordantes.

La confiabilidad de un programa de este tipo se asegura
con una alta participacion y ademas con el cumplimiento
de las recomendaciones y guias para la organizacion de
los mismos. Los laboratorios han demostrado gran interés
en continuar participando y también en aumentar el tipo
de materiales y el tipo de analisis a evaluar, ya que la
informacion generada les aporta evidencia objetiva que
pueden aprovechar para orientar sus mejoras.
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EFECTO DEL ALMACENAMIENTO EN REFRIGERACION SOBRE LAS
CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL COCO (Cocos nucifera Linn.)

Fineda, Maria Lourdes* y Kopper, Gisela*

ABSTRACT

EFFECT OF REFRIGERATED STORAGE
ON COCONUT'S (Cocos nucifera Linn.)
CHEMICAL CHARACTERISTICS

Behavior of moisture and fat content, fat acidity, total
and reducing sugars were evaluated in two different fresh
hybrid coconut ( Cocos nucifera Linn.) lots. Samples were
stored during one month at 59C, without moisture control.
Differences between lots and trends in time were evalu-
ated.

Lots presented similar trends in the evolution of all chemi-
cal parameters evaluated, but significant differences
(p<0,05) were found in change intensity between the two
lots, except in total sugars. During storage time moisture
and total sugars content did not vary significantly (p>0,05)
in any of the lots, but, reducing sugars content increased
significantly (p<0,05) in Lot 2, fat content decreased in Lot
1, and fat acidity increased in both lots.

Coconuts were considered to be rotten during the fourth
week of storage, before chemical characteristics deviated
from what is normal for this raw material. Consequently, it
is concluded that coconut can be stored up to three weeks,
under the studied conditions, before consumption or indus-
trial processing.

Key words: coconut, storage, molsture, acidity, sugars.

&
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RESUMEN

Se evalud el comportamiento del contenido de humedad,
aceite, acidez del aceite y azucares totales y reductores de
dos lotes diferentes de nueces de coco hibrido fresco, du-
rante su almacenamiento por un mes a 5°C sin control de
la humedad. Se estimao si existian diferendias entre los dos
lotes para cada pardmetro quimico y se evaluaron las
tendencias en el tiempo para los mismos.

Todos los componentes evaluados presentaron
tendencias similares en los dos lotes, pero se obtuvieron
diferencias significativas (p<0,05) entre los dos lotes con
respecto a la intensidad de las tendencias de todos los
parametros, excepto en el contenido de azicares totales.

Durante el periodo en estudio la humedad vy los azdcares
totales no variaron en forma significativa (p=0,05) en
ninguno de los dos lotes, pero resultaron significativos
(p=0,05) el aumento en el contenido de azlicares reductores
del Lote 2, la disminucion del contenido de aceite del Lote 1
y el aumento de la acidez del aceite de los dos lotes.

Los cocos presentaron podredumbre durante la cuarta
semana de aimacenamiento, antes de que las caracteristicas
quimicas de los cocos se desviaran de lo que se considera
la compaosicion tipica de esta materia prima, por lo que,
bajo las condiciones estudiadas, los cocos se pueden
consumir o usar para su procesamiento industrial hasta la
tercera semana de almacenamiento.

Palabras clave: coco, almacenamiento, acidez, humedad,
azlcares.
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INTRODUCCION

Woodroof (1970) indica que la humedad, el aceite, los
carbohidratos, la proteina, la fibra cruda y las cenizas son
los principales componentes de la carne de coco madura,
constituyendo los tres primeros mas del 90% de su
composicion.

Durante el almacenamiento a temperatura ambiente de
los cocas maduros, ocurren algunos cambios favorables tanto
en los componentes como en otras caractensticas de la
nuez; por ejfemplo, aumenta el contenido de aceite, se re-
duce el contenido de humedad del endospermo y se facilita
el descasque. Sin embargo, cuando se genera un
calentamiento excesiva de las nueces, estas estan sujetas
a deterioro de la calidad, pudiendo presentarse acidez
elevada, rompimiento de la cascara, actividad microbiologica
y también os¢Urecimiento del endospermo. Por otro lado,
el almacenamiento a temperaturas de refrigeracion asequra
una vida Otil mas prolangada y la obtencion de productos
procesados de mejor calidad (Grimwood, 1977; Date, 1970;
Moreira, 1980},

El tiempo de almacenamiento para la nuez de coco
madure depende de la temperatura, siendo que, cuanto
mas préxima esté a los 2,2°C, por méas tiempo se conservara
el producto. Segun la temperatura de almacenamiento va
disminuyendo desde 389 hasta 2,2°C, bajo una humedad
relativa de 50%, el tiempo de almacenamiento de los cocos
puede abarcar desde un mes hasta 24 meses. En general,
se recomienda el almacenamiento a temperaturas que
oscilen entre 10 y 15,6°C y humedades relativas bajas, entre
45 y 55%; en estas condiciones los cochs pueden
almacenarse de 9 a 11,5 meses sin que aparezca rancidez,
amarilleamiento o podredumbre (Moreira, 1980). Sin em-
bargo, las condiciones de humedad recomendadas no son
camunes en las camaras de refrigeracion y para alcanzarlas
se requiere de sistemas costosos de deshumidificacion del
aire.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del
almacenamiento del coco fresco en refrigeracidn, sin con-
trol de Ia humedad, sobre sus principales caracteristicas
quimicas, con el fin de establecer el tiempo maximo que
puede almacenarse antes de consumirlo o de procesarlo
industrialmente, sin que los cambios que sufre alteren la
calidad del producto final.
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MATERIALES Y METODOS

Se utllizaron dos lotes recién recolectados de coco fresco
( Cocos nucifera Linn.) de la variedad hibrida Enano Dorado
de Malasia x Alto del Pacifico, provenientes de la zona de
Limon; uno se toma en enero (época seca) y el otro en julio
{epoca lluviosa) de 1992,

Cada lote estuvo compuesto por 35 cocos que se
almacenaron en refrigeracion a 59C con una humedad
refativa (no controlada) superior al 80%.

Los muestreos se realizaron cada 2 a 4 dias hasta
completar 31-32 dias. En cada muestreo se tomaron dos
muestras, constituidas por un coco cada una. En total, de
cada lote se analizaron 20 nueces.

Cada coco se descasco, se monda, se lavd conagua, se
e seco el exceso de humedad con una toalla de papel y se
rallo al tamafio estandar (2,4 mm) en un rallador de disco.
A la carne de coco obtenida de esta forma se le hicieron los
siguientes analisis quimicos:

*  Humedad. Método 27.005 del AOAC (1984).
Aceite. Método. 27.006 del AOAC (1984).

*  Azicares reductores y totales, Método microcolorimétrico
de Nelson-Somogyi (Southgate, 1976). Para la hidrdlisis
de los aziicares totales se aplicd el método 31.026 (b)
del ADAC (1984).

* Acidez del aceite. Se utilizd el método descrito en el

Proyecta de Norma CODEX para el coco rallado desecado
(ONNUM, 1990).

Ademas, cada muestra se evalud informalmente en
cuanto a las caracteristicas sensoriales de la carme
{endospermo sdlido) y del agua (endospermo liquida).

Se obtuvieron los valores de cada componente como
porcentaje. Para el aceite, los azdcares totales v los aricares
reductores se calcularon los valores en base seca (BS). La
acidez del aceite se expresd como porcentaje de acido
laurico.

Con un analisis de covarianza se evaluaron las diferencias
entre los lotes de materia prima utilizados, y la variacion en
los componentes del coco durante el tiempo de
almacenamiento. Ademas se calcularon las rectas de mejor
ajuste de cada componente en funcién del tiempo para
establecer su tendencia durante el almacenamiento, y se
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hallé su probabilidad aseciada por medio de un analisis de
varianza. Se utilizé un nivel de confianza del 95% para
establecer diferencias significativas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como se observa en el Cuadro 1, existen diferencias
significativas (p<0,05) entre los dos lotes evaluados para
la mayoria de los componentes quimnicos de la nuez de coco.
Esto refleja la gran variabilidad en la composicion de esta
materia prima, la que, segdn Mareira ( 1980), por si misma
e5 muy variable y puede depender, entre otros factores, de
la época del afio, como en este caso, y del grado de
maduracion y desarrollo del fruto,

Deilas variables evaluadas durante el almacenamienta,
los aziicares reductores, el aceite y la acidez del aceite de
las nueces de coco presentaron tendencias significativas
{p=<0,05) en el tiempo (Cuadro 1),

Cuadro 1. Probabilidad asociada en el efecto del lote y del
tiempo de almacenamiento a 59C sobre los componentes
del coco

Camposrsic Frohahilidad sasciads ip)

Lota Tirmps
Humedad 00001 04597
Azdcares totales 09518 00677
Azicares reductores 0473 0312
Aceite (LT (L2
Acider dEIj_n.'L'ilu 0.0000% (000 3%

* Efecto 1ip||||i|.'-.|ll.su1‘|- 1,04

Con el fin de establecer las relaciones con el tiempo de
cada companente del coco se calcularon las rectas de mejor
ajuste de la concentracion en funcion del tiempo (Cuadro
2). A pesar de que el analisis de cavarianza indica una
variacion significativa de algunos de los componentes
evaluados en funcidn del tiempo (Cuadro 1), esta variacion
no se ohservo siempre en los dos lotes, pues solo en algunos
casos las rectas de mejor ajuste resultaron significativas.
Por lo kanto, se debe considerar que las caracteristicas del
coco fresco, como se menciond anteriormente, influyen en
su comportamiento durante el almacenamiento.

Cuadro 2. Parametros de las rectas de mejor ajuste de los
componentes del coco en funcién del tiempo de
almacenamiento, segun lote estudiado

Componenbe  Lote Pendiente  Inkterseccién M.Dc- Prob,
correl plidn Asociads

Humedad 1 00318 57,6348 00783 07427

Humedad Fi 0,070% 51,3262 0,1666 04774

Azlcares 1y -0,0586 6,6798 -0,2957 006395
totales 2
Azicares 1 0,0155 0,6592 03793 0,09907

reductares

Azucares 2 0,0053 0,5562 04459  0,04877
reductores

Acete 1 -0,4336 58,1094 06909 0,00074%
Acete 2 -0,2200 48,9417 -0,4207 0,0646

Acider del 1 0,0019 0,0918 0,5340  0,0153*

acete

Acidez del 2 0,00087 0,0706 05229  0,00755%*

acsite
* Efecto significative (p<0,05)

Aunque Grimwood (1977} ha sefalado que el contenido
de humedad del coco disminuye durante su almacenamiento
a temperatura ambiente, la alta humedad de la camara de
refrigeracion utilizada en este estudio (>80%), impidio que
el coco se resecara. Lo anterior explica el hecho de que el
Coco No registrara una variacion significativa (p>0,05) en
el contenido de humedad durante el almacenamiento, en
ninguno de los dos lotes (Figura 1).

o 5 10 15 20 25 30 35
Tlempo (d)

Figura 1. Porcentaje de humedad del coco en funcién del
tempo de almacenamiento a 59C.
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La reduccion en los azlcares totales (Figura 2), aunque
no significativa, y el aumente en los azicares reductores
(Figura 3), significativo {p<0,05) para el Lote 2 (Cuadra2),
se debe a que la sacarosa, principal componente de los
azucares totales del coco (Bhatia, 1963), tiende a
hidrolizarse durante el almacenamiento de algunas frutas
como parte del praceso de maduracion, para ser
reemplazada por una cantidad igual de azlcares reductores
(Hulme, 1978).

[0 Lole1 m Lote2 — Major ajusto]
10 !

Azticares totales BS (%)

o 5 10 15T 25 M
Tiempo (d}

Figura 2. Porcentaje de azicares totales del coco en funcién
del tiempo de almacenamiento a 5°C.

ha

th

e
o

Ardcares reduclores BS (%)

=

[ =
i

W 15 20 28 3p 35
Tiempa (d)

Figura 3. Porcentaje de azdcares reductores del coco en
funcion del tiempo de almacenamiento a 59C,

El aumento del contenido de azdcares reductores es un
aspecto negativo en la calidad del coco. Por ejemplo,
algunas especificaciones para coco deshidratado exigen
un contenido de azlcares reductores no mayor a 0,6%
{Woodroof, 1970) (0,62% en BS), valor que fue excedido
por el Lote 1 desde el inicio de la investigacion. Los azdcares
reductores deben encontrarse en una concentracion baja
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pues son un sustrato de la reaccion de Maillard, uno de los
mecanismos del oscurecimiento no enzimatico, que se puede
presentar durante la deshidratacion o el almacenamiento
de las frutas (Cheftel y Cheftel, 1976). Sin embargo, el
proyecta de "Morma para el Coco Rallado Desecado”
{OMNUM,1990) no hace ninguna referencia al contenido de
aziicares reductores que debe tener el producto.

El contenido de aceite del coco fresco disminuyo du-
rante el almacenamiento (Figura 4); la disminucion fue
significativa (p<0,05) (nicamente para el Lote 1 (Cuadro
2). La leve disminucion observada no es deseable porgue
el aceite desempena un papel fundamental en las
caracteristicas organolépticas del coco v, seglin Grimwood
(1977), constituye el principal factor de calidad del coco
para fines de comercializacion. Sin embargo, el valor de
aceite mas bajo encontrado en todo el estudio (41%) se
encuentra dentro del ambito reportado por Vargas (1992)
para &l coco hibride fresco (43,29 % + 2,77), por lo que el
cambio observado no afectaria la calidad de los productos
que se elaboraran can el coco almacenado en refrigeracion.

Acelts BS (%)

] 5 10 15 20 25 20 a5
Tirmpo (d)

Flgura 4. Porcentaje de aceite del coco en funcién del tiempo
de almacenamiento a S°C.

La acidez del aceite contenido en el coco fresco es uno
de los mas importantes determinantes en la calidad de |a
nuez y sus productos industriales, En las semillas
oleoginosas crudas, tal como las nueces, las lipasas catalizan
la desesterificacion de los triglicéridos, digiriendo los aceites
durante la germinacion (Braverman, 1967; Primo, 1982). Por
lo tanto, conforme la semilla madura, la acidez del aceite
va aumentando, situacion que, segun muestra la Figura 5,
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se prese nta también bajo condiciones de refrigeracion y
ocurrio en forma significativa (p<0,05) en los dos lotes
evaluados (Cuadro 2).

=
ha
=]

Acidez del acelte (%)

Tiempa (d}

Figura 5. Porcentaje de acidez del aceite del coco en funcién
del tiempo de almacenamiento a 5°C.

Cabe mencianar que el porcentaje de acidez maximo
permitido en el aceite del coco deshidratado es de 0,15%
como acido laurico (ONNUM, 1990) y que un porcentaje
de acidez superior al 0,15% se distingue por producir
sabor a jabon (Woodroof, 1970). Evaluando las ecuaciones
de regresitn lineal para la acidez del aceite (Cuadro 2),
este valor se alcanzaria a los 31y 91 dias, respectivamente,
para los Lotes 1 y 2,

Para establecer cual es el tiempo méaximo de
almacenamiento del coco, se debe cansiderar que su
calidad no depende sdlo de la composicion quimica, sino
también de las caracteristicds sensoriales ¥
microbiologicas. De forma tal que si el coco se almacenara
por un periodo inferior a un mes, la acidez del aceite no
seria 'a limitante al periodo de almacenamiento pues,
antes de cumplido este plazo, otros factores como la
propia pudricion del producto limitarian el tiempo de
almacenamiento. Durante los ditimos dias del estudio (dias
27 a 32) la carne de coco no tuvo buen sabor ni textura
aceptable y el agua presentd caracteristicas de
descomposician. Por lo tanto, luego de la tercera semana
de almacenamiento los cocos no se pueden considerar
aptos para el consumo humanao,

Aunque la concha (endocarpio) del coco contiene
grandes poblaciones de varios tipos de microorganismos,
la superficie interna de la semilla de un coco sano deberia

ser estéril. Las condiciones de la concha, el tipo de manejo
y las condiciones de almacenamiento pueden determinar
que los microorganismos penetren y contaminen la carne y
el agua (Kajs et afl, 1976),

Se puede concluir que durante el almacenamiento del
coco en refrigeracidn el contral de la humedad es esencial,
tal y como lo indica Salunkhe (1976), v que cuando la
humedad es alta se desarrollara podredumbre en el
transcurso de pocas semanas. Se considera un periodo
maximo de tres semanas de almacenamiento {a S°Cy con
una humedad relativa superior al 80%;) como adecuado para
el consumo o el procesamiento industrial del coco, pues en
ese periodo no se observaran cambios excesivos an su
composicion quimica,
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CALIDAD SANITARIA DEL CAMARON (Penaeus brevirostris, Solenocera agassizi y
S. florea) QUE SE EXPENDE EN EL AREA METROPOLITANA DE SAN JOSE

%

Zifiga, Cira'; Vargas, Elizabeth y Vera Garcia’

ABSTRACT

The microbiological quality of small shrimp ( Penaeus
brevirostris, Solenocera agassiziand 5. florea) was studied
on 130 samples obtained in the San José Metropolitan Area
(MA). Samples were obtained at 26 retail fish markets, 13
located in the Central Market or its surroundings, and 13 in
the rest of the MA (5 samples from each at different
occasions). All samples were analyzed for fecal coliforms
and Staphiylococcus aureus by the most probable number
method (MPN). Stores' hygiene was assessed and scored
to establish a possible relationship with indicator levels.
Possible relation between these levels and samples positive
for Listeria monocytogenes (65,4% established on the
same samples and reported previously) was also studied,

Microbiological quality was satisfactory since 100% of
the samples did not excead the maximum limit proposed
by the ICMSF (2000/g) for 5. aureus, and 96,2% were
below the maximum limit (400/g) established for fecal
coliforms. Mo significant differences (p >0,05) were found
due to market location for levels of both indicator organisms.

Markets' hygiene was scored between "medium” and
“very bad"” for 20 of them, and only for 6 as "very good” or
“excellent”. The latter were located in the rest of the MA.
Mo significant differences (p>0,05) were found for indicator
levels due to markets' hygiene score.

Indicator organisms studied were not suitable to predict
the potential risk due to the presence of £.
since no significant difference (p >0,05) was found for
indicator levels in positive or negative samples. The search
for the pathegen itself is necessary to insure product's
safety,

Key words: shrimp, microbiological quality, Listeriz
monocytogenes.
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RESUMEN

Se estudio la calidad sanitaria del camardn pequefio
(Penaeus brevirostris, Solenocera agassizl y 5. florea) que
se expende en el Area Metropolitana (AM) de San José. Se
analizaron 130 muestras provenientes de 13 pescaderias
ubicadas en el Mercado Central y sus alrededares, v 13 en
el resto del AM (5 muestras de cada una en diferentes
oportunidades). En todas las muestras se cuantifics, los
coliformes fecales y Staphylocococus aureus por el método
de nimero mas probable. Se calificé la higiene de los
expendios en cinco categorias para establecer si existia
diferencia entre los niveles de los indicadores en los
camarones segun la calificacidn. Ademas se analizo si existia
relacion entre el nivel de los indicadores y la presencia de
Listeria es establecida en las mismas muestras
(65,4%) y reportada anteriormente.

La calidad sanitaria evidenciada por el nivel de los
indicadores resulld satisfactoria ya que el 100% no sobrepasd
el limite maximo (2000/g) propuesto por la ICMSF para §.
aureus y el 96,2% cumplio con la norma (<400/g) para
coliformes fecales. Mo se encontraron diferencias
significativas (p=>0,05) entre los resultados de ambos
indicadores en relacion con las dos zonas estudiadas.

La higiene de los expendios fue calificada entre "regu-
lar” y "muy mala” en 20 de ellos y solo en 6 como "muy
buena” o "excelente”, estos Ultimos estaban ubicados en el
resto del AM. No se encontraron diferencias significativas
(p=0,05) en el nivel de los indicadores de las muestras de
camaron segun la calificacion de la higiene de los expendios
donde se adguirieron,

Ninguno de los indicadores resulté adecuado para
predecir el riesgo potencial que representa la presencia de
L. monocytogenes en este producto, ya que no se
encontraron diferencias significativas (p=>0,05) en el nivel
de los indicadores, entre las muestras positivas ¥y negativas
por el patdgeno. El analisis especifico se hace necesario

para garantizar su inocuidad.

Palabras clave: camaron, calidad sanitaria, Lisferia

monocytogenes.
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INTRODUCCION

Durante muchos anos la calidad higienica de los
alimentos ha sido determinada a traves del contenido de
los denominados "microorganismos indicadores”, por medio
de los cuales se puede tener una estimacion de la higiene
seguida durante su produccion y manejo posterior. En el
camaron que se expende fresco o congelado la "Comisién
Internacional sobre Especificaciones Micrabioldgicas para
Alimentos” (ICMSF, 1978) ha recomendado limites para los
niveles de coliformes fecales y de Staphylococcus avreus
como parametros indicativos del control sanitario ejercido
durante su captura, procesamiento, distribucion y
almacenamiento. En Costa Rica la mayor parte del camardn
gue se consume proviene de aguas profundas (Valverde,
1994) donde la presencia de los indicadores ankes
mencionados es poco probable, por lo que se considera
fue éstos se adquieren durante la manipulacion y procesos
posteriores a la captura,

La presencia de niveles altos de estos indicadaores,
ademas de reflejar condiciones higiénicas deficientes, es
tamblén considerada como indicativa de un riesgo
aumentado de la presencia de patogenos en el alimento
{Jay, 1992). En afios recientes, una de las bacterias
patogenas que con mas interés se ha estudiade en productos
del mar es lisferia monocytogenes. Varios autores
informaron de la presencia de esta bacteria en diversos
mariscos, incluyendo camardn, ¥ han considerado que éstos
se constituyen en vectores de la misma {Kimbf:rg, 1988;
Farber, 1991; Fuchs y Reilly, 1992). Asimismo, Ben-Embarek
{1994), senala que se han presentado brotes y casos
esporadicos de listeriosis atribuidos al consume de alimentos
de origen marino.

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo de este estudio
fue evaluar |a calidad sanitaria del camaron que se expende
en el Area Metropolitana de San Jose, utilizando como
indicadores los niveles de coliformes fecales y de 5. aureus.
Ademas, establecer si existe relacion entre el nivel de los
indicadores en las muestras de camardn segun la calificacion
de la higiene de los expendios, asi como con la presencia
de L. monogytogenes, establecida en las mismas muestras
y reportada en un trabajo anterior por Zdfiga et al (2000).
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MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras

Se analizaron 130 muestras de camardn fresco ( Penaeus
brevirostris, Solenocera agassizl y 5. florea) provenientes
de 26 pescaderias del area metropolitana de San José, 13
ubicadas en el Mercado Central y sus alrededores y 13
distribuidas en el resto del area, las cuales fueron tomadas
para un estudio paralelo que determing la incidencia de £.
monocytogenss (Zuhiga et af, 2000). El nimero y la
ubicacion de las pescaderias se establecio para obtaner un
muestreo estadisticamente significativo.

De cada expendio se tomaron 5 muestras de
aproximadamente 200 g en distintas oportunidades, Se
pusieron en una hielera, sin sacarlas del empague en que
las colocd el vendedor y se transportaron al laboratorio para
ser analizadas el mismo dia.

Higiene de los expendios

En todos los expendios se realizo una encuesta para
calificar la higiene. Para esto se tomo en cuenta los
siguientes parametros : (1) higiene del producto: uso
adecuado del equipo (tablas acrilicas, bandejas de acero
inoxidable, tenazas o cucharas adecuadas); presentacian
al publico (separado fisicamente de otros productos, cono
sin hielo, temperatura adecuada de refrigeracion) v
manipulacidn totalmente separada del dinero. (2) higlene
del personal: uso de gorras, gabacha y guantes y la
apariencia de éstos, uso de anillos, pulseras u otro tipo de
accesorios inadecuados; (3) higiene de las instalaciones:
estado fisico, limpieza de pisos, paredes, mostrador,
ventanas, etc., abastecimiento de agua apropiado para el
lavado de manos del personal y de las instalaciones y el
equipo; ventilacion y presencia o ausencia de moscas. Se
clasifica [a higiene de cada expendio como excelente, muy
buena, buena, regular, mala o muy mala.



h

Andlisis microbioldgicos

De cada muestra traida al laboratorio se tomaran partes
de diferentes camarones hasta completar 20 g, los cuales
se homogeneizaron en una licuadora con 180 mL de agua
peptonada al 1% (AP) por 1-2 min, A partir de esta dilucion
se realizaron diluciones decimales seriadas en AP hasta
107, las cuales se utilizaron para realizar las pruebas de
numero mas probable (NMP) que se sefialan a continuacion.

Para el analisis de los coliformes fecales se utilizd el
método descrito por Vanderzant y Splittstoesser (1992}
utilizando series de tres tubos con caldo lauril sulfato triptosa
para la prueba presuntiva. Para la prueba confirmativa se
utilizo caldo EC con incubacion a 44,5 0,2 °C por24 h £
2h. Para realizar el calculo del NMP se tomé como positivos
por coliformes fecales aquellos tubos que presentaron gas
en el caldo EC.

Para cuantificar 5. aureus se utilizo el método descrito
por Vanderzant y Splittstoesser (1992) utilizando series de
tres tubos con caldo tripticasa soya con 10% de NaCl para
la prueba presuntiva. Para la prueba confirmatoria se
transfirio una asada de los tubos que presentaron
crecimiento en la prueba presuntiva, sobre placas de agar
Baird Parker (ABP), rayando para obtener colonias aisladas.

Posteriormente, a por lo menos tres colonias tipicas de
S. aureus, se les realizo una tincidn de Gram y la prueba
de coagulasa en tubo. Para el cilculo del NMP se tomé
como positivos por 5. aureus los tubos que presentaron
colonias tipicas en el ABF, que eran cocos Gram positivos
en racimos y que dieron la prueba de coagulasa positiva.

F

Andlisis estadistico

Se realizo la prueba t de Student (comparacion de
promedios) para determinar si existia diferencia
significativa, al 95% de confianza en los niveles de
coliformes fecales y S. aureus, entre los camarones del
mercado y alrededores y los del resto del AM. La misma
prueba se utilizo para determinar si existia diferencia
significativa (p=0,05) en el nivel de los indicadores segun
la calificacion de la higiene de los locales, asi como en el
nivel de éstos entre las muestras positivas y negativas por

L. monocytogenes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Calidad sanitaria

El Cuadro 1 muestra los resultados de los analisis de S,
aureus y coliformes fecales (termotolerantes) realizados a
las muestras de camaron, donde destaca el promedio tan
bajo { < 100/g) en el caso de ambos indicadores en las dos
Zonas estudiadas. Por otra parte en el Cuadro 2 se puede
observar que al aplicar las normas para estos indicadores
(limite maximo aceptado) propuestas por la ICMSF (1978)
tedas las muestras la cumplen para 5. aureus (< 2000/g) y
solo 5 sobrepasan el limite de 400/g para coliformes fecales.
No hubo diferencia significativa (p=0,5) para ambos
indicadores, en cuanto al cumnplimiento de la narma, segiin
la ubicacidn de los locales,

Cuadro 1. Promedio y rango del NMP/g de §. aureus y
coliformes fecales de 130 muestras de camarén fresco
obtenidas en pes:aderifus de dos zonas del Area
Metropolitana de San José

NMP 5, aurets NMP coliformes fecales

Mercadp  RestoAren  Mercado Resto Area
Central  Metropolitana  Central  Metropolitana

Promedio®  71/g* 25/9" 28/g* 46/9*
Rango <3als) <3a1100 <3 a460 <3a 750

13 expendios por 2ona; 5 muestras de ¢fu
! Letras diferentes indican diferendia significativa {p=0,05)

Cuadro 2. Cumplimientoe de las normas para coliformes
fecales y 5. aurews (ICMSF, 1978) de 130 muestras de
camarén fresco obtenidas en pescaderias de dos zonas del

Area Metropolitana de San José!

Bacterias Mercado Resto Area Total
indicadoras Central Metropolitana
£ aurpus® 100%% 100% 100%
Coliformes 08,5% 93,8% 096, 2%
fecales’

! 13 expendidos por rona; 5 muestras de o/u
* Limite mixima 2 x 107/g
! Limite maxima dx 104y
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En 1977 Foster et &/ obtuvieron resultados bajos de
estos indicadores al analizar 51 muestras de camardn fresco
de expendios en California, EUA. Cincuenta de las muestras
presentaron NMP inferiores a 20/g de 5. awreus y 50
presentaron <3 £ coffg.  En otro estudio, Hackney et af,
(1980), analizaron 45 muestras de camaron fresco en
Carolina del Morte, EUA, encontrando  promedios de 17
coliformes fecales/g y de 9/g de 5. aurews. Sin embargo,
en un estudio realizado por Candanedo (1980), en el cual
analizd 33 muestras provenientes de pescaderias ubicadas,
también, en el Area Metropolitana de San José, los resultados
difieren significativamente (p< 0,5) con los nuestros. El
91% de las muestras presentd niveles de S aureus
superiores a 10%/g; y solo un 46% de las muestras presento
niveles de coliformes fecales menores a 30/a lo que
contrasta con el 84,6%, que presentd ese nivel, en este
estudio.  Estas diferencias indican que ha habido una
mejoria en el manejo del camardn desde 1980 a la fecha,
lo cual puede estar relacionado con el uso de agentes
antimicrobianos para desinfectar el producto, mejoras en
la cadena de frio, ¥ en general con un mayor conocimiento
de los aspectos relacionados con la calidad sanitaria del
producto. Ademas se debe mencionar que, actualmente
en algunas pescaderias, el camardn se mantiene en
congelacion por largos periodos de tiempo, dependiendo
de la demanda, lo cual impide la multiplicacion de las
bacterias y puede afectar su viabilidad.

En el Cuadro 1 se puede apreciar que existe una
diferencia significativa (p < 0,05) entre los prdmedios del
NMP/g de 5. aureus de las muestras recolectadas en el
Mercado Central y sus alrededores (MC) v las del resto
del Area Metropolitana (AM), siendo el promedio mas bajo
el de los expendios ubicados en el resto del AM. Lo anterior
sugiere que este parametro puede ser un buen indicador
con respecto a la higiene de los expendios pues, como se
muestra en el Cuadro 3, el 85% (11/13) de los ubicados
en el MC se calificaron con higiene "mala” o "muy mala” y
las otras 2 como "regular”; mientras que las ubicadas en
el resto del AM solo 23% (3/13) se encuentran en la
clasificacion de higiene de "mala” a "muy mala” y 46% (6/

aF W

13) fueeron catalogadas como "muy buenas” o "excelentes”.
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Cuadro 3. Resultados de la clasificacién de 26 pescaderias®
del Area Metropolitana de San José segin su higlene

Excelente  Muy Bueno Regudar Malo  Muy
Buend Mala
Mercado 0 0 0 2 10 1
Resto AM? 2 q 1] 4 1 2
Total 2 4 0 [ 11 3
O 7.7 154 . 231 423 11,5
uﬁ_! cxpendidos por 2ona
frea Metropoliana

Lin andlisis de los resultados obtenidos para 5. awreus
en las 2 zonas estudiadas nos indica que el 80% de las
muestras obtenidas en el MC presentan niveles superiores
a 10/g mientras que solamente €l 41,5% de las obtenidas
en el AM mostraron ese nivel, diferencia gue es
estadisticamente significativa (p < 0,05).

Con respecto a lo anterior es interesante senalar que la
norma para 5. aurews de la ICMSF (1978) propone como
limite superior (M) 2000/g y esa misma comision en 1986
establece un plan de muestres con un solo limite de 10%g
(ICMSF, 1986). En este estudio, de las 130 muestras
analizadas, solo una superd el limite de 10%/g (1100/q) y el
80% presentd niveles inferiores a 10%/g lo que, aunado a
las diferencias significativas (p < 0,05) antes mencionadas
en las dos zonas estudiadas en relacion con los pramedios
de NMP/g de 5. aureus (Cuadro 1), y el nimero de muestras
gue presentan <10/g de esta bacteria, permite pensar que
niveles mas bajos a los sefalados por la ICMSF (1978,
1986) podrian reflejar deficiencias en el manegjo del
producto.

Por otra parte Gnicamente 5 de las 130 muestras
analizadas sobrepasaron el limite de 400fg NMP para
coliformes fecales (ICMSF, 1978) de las cuales 4 presentaron
460/g y una presentd 750/g. Estas muestras provenian de
4 expendios, uno ubicado en el MC y 3 en el resto del AM;
en estos casos la higlene se califico como "mala” en la del
MC y las del resto del AM calificaron, una como "regular” y
dos "muy mala", siendo en una de estas (itimas donde se
encontrd 2 muestras (de las 5 obtenidas) que superaron la
norma. Sin embargo no se encontrd una relacidn entre el



no cumplimiento de la norma y la higiene pues de las 26
pescaderias estudiadas 6 fueron calificadas con higiene
“regular”y 14 con higiene entre "mala” y "muy mala”.

Relacion entre indicadores y la presencia de
L. monocytogenes

Ya desde 1974 Read y Baer diferenciaron claramente
entre lo que se conoce como seguridad microbiologica de
los alimentos y su calidad microbiclgica o sanitaria. El primer
concepto se relaciona con la ausencia de microorganismos
patogenos o sus toxinas en el alimento, mientras gue el
segundo se refiere a los niveles de microorganismos
indicadores, los cuales no deben exceder ciertos limites.
Como se ha sefalado, en este estudio la gran mayoria de
las muestras cumple con las normas establecidas para
coliformes fecales y 5. awrews, sin embargo un estudio
realizado sobre estas muestras reveld la presencia de £,
manocytogenes en el 65,4% (Z0diga et af, 2000, lo que
representa un riesgo potencial para la salud publica. E
analisis estadistico indicé que no existe diferencia
significativa (p=0,05) en el nivel de los indicadores entre
las muestras positivas y negativas por L. monocytogenes,
asi pues ninguno de los dos indicadores utilizados resultd
adecuado para predecir el riesgo potencial que representa
la presencia de este patdgeno en el camardn.

El uso historico de los coliformes fecales como
indicadores de "seguridad microbioldgica” asumia que los
patogenos de interés eran de origen intestinal y el resultado
de una contaminacion fecal directa o indirecta, lo cual es
cuestionado actualmente por diversas razones. En el caso
de L. monocytogenespor no ser este un patégeno de origen
intestinal, aunque se ha determinado que existe entre 1%y
18% de portadores (Farber, 1991; Ahmed, 1991; Varnam y
Evans, 1992; Rocourt y Bille, 1997 cabia esperar que no
existiera tal relacion. Sin embargo, actualmente los
coliformes fecales se utilizan como indicadores de la higiene
seguida durante el manejo del produto, especialmente en
relacion con la reintroduccion de patogenos de fuentes
ambientales y el mantenimiento adecuada de |a refrigeracidn
(Buchanan,1991). Desde esta perspectiva el resultado
obtenido, puede explicarse debido a que L. monogtogenes

se multiplica a temperaturas de refrigeracidn, se mantiene
viable por largos periodos de congelacion y puede sobrevivir
en la presencia de ciertos preservantes (Fuchs v Riley,
1992}, mientras que los coliformes fecales no se reproducen
en refrigeracion y los olros factores afectan su viabilidad.

La fuente primaria de 5 auwrews en los alimentos es el
contacto humano, ya que més del 50% de las personas lo
alberga en la piel o en el sistema respiratorio. Su presencia
en los alimentos se interpreta como evidencia de
manipulacidn excesiva. Aun mas, como esta bacteria no se
multiplica a temperaturas de refrigeracion, si el producto
ha sido mantenido bajo condiciones apropiadas de frio no
debe haber aumento en su nimero durante la distribucion
y la venta al detalle (Buchanan, 1991). El| no haber
encontrado diferencia significativa en los niveles de 5.
durews, entre las muestras de camaron positivas y negativas
por L. monocytogenss esta relacionado, al igual que para
los coliformes fecales, con la capacidad del patégeno para
reproducirse en frio.
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EXTRACCION Y CARACTERIZACION PARCIAL DEL ALMIDON DE
BANANO VERDE UTILIZANDO UNA PECTINASA

“

Bonilla, Ana Ruth* y Morda, Glena**
ABSTRACT

Extraction and partial characterization of green
banana starch using a pectinase

Yields of starch from green banana pulp ( Musa cavendisi)
utilizing a pectinase were determined. Extractions with and
without addition of sodium bisulfite (0,5%) before adding
the enzyme (500 and 1000 ppm) were tested. Pectinase
concentrations 0, 250, 500, 750, 1000 and 2000 ppm, and
the following hydrolytic conditions: pH 6,0 and 4,5: tem-
perature 25 °C and 35 °C and time of 1 h and 5 h, were
evaluated on the starch extractions. Starch obtained using
optimal conditions was partially characterized.

Addition of sodium bisulfite prior to treatment with pecti-
nase showed optimal yields. Starch extraction increased
from 46%, without addition of sodium bisulfite, to 78% with
sodium bisulfite, utilizing 500 ppm pectinase (p<0,05). With
1000 ppm pectinase concentration, yield increased from 49%
without bisulfite to 83% with bisulfite (p<0,05). From the
five enzyme concentrations an equation relating percent-
age of extracted starch and enzyme concentration was es-
tablished. There was no significant difference in starch ex-
traction yields due to different pH concentrations, ternpera-
ture and time (p>0,05). Optimal conditions for extraction
were: addition of sodium bisulfite (0,5%), pectinase (1000
ppm), 25 °C, pH 6,0 and 1h incubation. Starch da mage
value was 0,5% and estimated starch size ranged from 10pm
to 23,3pm. Thermal properties were: To =73,2 °C, and TP
= 76,5 °C and an enthalpy changesof 23,0 )/g. The
Brabender viscoamilograph at 8% was similar to patterns
produced by cereal starches. The extracted starch showed
a C-type X-ray diffraction pattern.

Key words: banana, bisulfite, starch, pectinase.

* Ceniro Maoenal de Clenda y Teenologia oe Alimentas
" Escusly de Tecnokogia de Alimentos

RESUMEN

Se estudic el efecto que produce el tratamiento de la pulpa
de banano verde (Musa cawvendish) con una enzima
pectinolitica sobre el rendimiento de la extraccion de
almidon. Inicialmente se evalud el redimiento agregando o
no una disolucion de bisulfito de sodio 0,5% previo a la
adicion de la enzima pectinolitica (500 y 1000 ppm).
Posteriormente, utilizando bisulfito de sodio, se evalud el
efecto que produjeron cinco concentraciones de enzima
(0, 250, 500, 750, 1000 y 2000 ppm) y las siguientes
condiciones de hidrélisis enzimdtica: pH 6,0 v 4,5;
temperatura 25 °C y 35 °C y tiempo 1 hy 5 h, sobre la
cantidad de almiddn extraido. El almiddn extraido utilizando
las mejores condiciones establecidas se caracterizé
parcialmente,

Al tratar la pulpa con 500 ppm de enzima, el rendimiento
de extraccion aumento de 46%, sin la adicion de bisulfito, a
78 % con adicién de bisulfito (p<0,05) y de 49%, sin bisulfito,
a B3% (p<0,05) con bisulfito, al utilizar 1000 ppm de
pectinasa.

A partir de las cinco concentraciones de enzima utilizadas
se establecid una ecuacién que explica la relacidn entre el
porcentaje de almidon extraido v la concentracion de la
enzima empleada. No se encontrd diferencia entre los
rendimientos de extraccion obtenidos al utilizar las diferentes
condiciones de pH, temperatura y tiempo de accidn
enzimatica (p=>0,05). Las mejores condiciones de extraccién
fueron: adicion de bisulfito de sodio (0,5%), pectinasa (1000
ppm), pH 6,0, 25 °C y 1 h de hidrolisis. Bajo estas
condiciones el valor de almiddn dafiado fue 0,5 % vy el
ambito global de los granulos estimado a través de
microscopia electrdnica de barrido fue de 10um a 23,3um.
Los resultados de las propiedades térmicas analizadas
fueron: To =73,2°Cy Tp = 76,5 °C y un cambio en entalpia
de 23,0 J/q. La curva de viscosidad de Brabender al 8 % se
asemeja al del almiddn de cereales. El estudio de difraccidn
por rayos X senal6 que el almidén muestra un patron de

tipo C.

Palabras claves: almiddn, banano, pectinasa, bisulfito.
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INTRODUCCION

A pesar de que la actividad bananera constituye una
de las operaciones agricolas mas importantes y tecnificadas
del mundo, presenta grandes cantidades de excedentes
no utilizados que los paises exportadores no pueden valorar
en un alto porcentaje. En Costa Rica el banano es el
segundo producto de exportacion y el primero del sector
agricola, representando el 40% de las exportaciones totales
de este sector (Procomer, 2001). A pesar de esto, esta
actividad tradicionalmente ha generado aproximadamente
un 16% de desecho (Viguez, 1995). Esta situacion ha
empeorado debido a la actual crisis bananera que ha
hecho que la exportacién de banano disminuya
drasticamente en los dltimos anos (Procomer, 2001).

El almiddn es un componente importante del banana
verde (Belle et al, 2000), encontrandose en
concentraciones de 14-23 % (Da Mota et al, 2000), por lo
que se puede considerar como una buena fuente de almiddn
para la industria alimentaria (Da Mota ef af, 2000; Aguilar,
1995). Adems, debido a que carece de gluten este almiddn
podria ser ampliamente utilizado en la industria
farmacéutica (Abadia, 1979).

En el banano los granulos de almiddn se encuentran en
el interior de las células que constituyen la pulpa, las cuales
se ubican principalmente en la parte central y a todo lo
largo del fruto. Estas células se unen unas con otras por
medio de sustancias pécticas, polimeros que las rodean
proporcionandoles rigidez y textura; por consiguiente, los
granulos de almiddn también se encuentran rodeados o
atrapados por estos polimeros, lo cual dificulta su extraccion
{Von Loesecke, 1950; Siddappa y Shantha 1970; Soto,
1592).

La hidrdlisis de las sustancias pecticas ha sido utilizada
comp alternativa para mejorar el rendimiento de extraccion
del almidon de banano verde. Chiang et al (1987)
obtuvieron rendimientos de extraccion de almidon del 46%
sin utilizar enzimas pectinoliticas y, por otra parte, Abadia
(1979) obtuvo un 78% de extraccion utilizando una enzima
pectinolitica, Sin embargo, las extracciones de almidon de
banano verde con enzimas pectinoliticas presentan un
inconveniente debido a la presencia de compuestos
polifendlicos (taninos) que tienen un efecto inhibitorio sobre
las enzimas, pues forman complejos estables con
polipéptidos y proteinas (Hulme, 1970; Gous ef af, 1987).
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Estos compuestos polifendlicos también reaccionan con
otros compuestos como el bisulfito de sodio, lo que permite
utilizarlo en la extraccién para eliminar el efecto inhibitorio
sohre la accidn enzimatica (Abadia, 1979; Amerine y Cugh,
1980),

El objetivo de esta investigacidn fue evaluar el efecto
del tratamiento de la pulpa de banano verde con una enzima
pectinolitica, sobre el proceso de extraccion del almiddn,
asi como la caracterizacion parcial del almidon extraido.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

Se utilizo banano (Musa cavendish) cosechado 14
semanas a partir de la florescencia (Chacdn et al, 1987;
Soto, 1992) provenientas de una sola finca bananera situada
en Pococ], Limon,

Determinacion de la concentracion de almidon

Inicialmente se determind la concentracidn de almidon
en 6 lates de banano verde después de un dia de cosechado.
Para la determinacion del contenido de almiddn se utilizo el
métado descrito por Tomkinson (1986), que consiste en
hidrolizar el almidon hasta moléculas de glucosa utilizando
una enzima a-amiloglucosidasa por un tiempo de 24 h. La
concentracion de glucosa se determind en muestras
hidrolizadas y sin hidrolizar mediante un método enzimatico
{Tico Lab SA, 1995) que produce un complejo color fucsia
{fenol mas 4-aminofenazona oxidada) al reaccionar con la
glucosa, el cual se midio a 505 nm en un espectrofotémetro
Shimadzu UV-240. Se prepard una curva de calibracion
con glucosa. La diferencia en concentracion de glucosa
entre la muestra sin hidrolizar e hidrolizada proporciond la
concentracion de glucosa debida a la hidralisis del almi-
ddn. El porcentaje de almidén en la muestra se determing
multiplicande la concentracion de glucesa por un factor de
0,9 (ACAC, 1990).

Se peso 1,0 g de muestra y se homogeneizo con 10 mL
de agua destilada. La muestra se gelatinizo en bano de
agua hirviendo por 3 min. Se agrego 10 mL de NaOH (1N} y
10 mL de HOAc ( 1N), homogeneizando por 2 min, posterior
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a la adicion de cada reactivo. Se ajusté el pH a 4,5
adicionando HCl al 3% y se adiciond 10 mL de una disolucion
amortiguadaora de acetato de sedio/acido acético 0,04M de
pH 4,5. Se trasvaso a un balén de 200 mL. Se agregd
0,3mL de enzima a-amiloglucosidasa (NOVO AMG-300L,
Novo Mordisk) y se incubé en bafio de agua a 55 °C con
agitacin por 24 h. Se aford y se filtré. Simultaneamente
se tratd una muestra sin adicionar a-amiloglucosidasa, Se
determing la concentracion de glucosa en los filtrados. Todos
los analisis se realizaron por duplicado.

Evaluacion de |a adicidn de bisulfito de sodio sobre la
extraccion del almidon

La extraccion de almiddn se llevd a cabo utilizando dos
concentraciones de la enzima pectinolitica (S00'y 1000 ppm),
en tres lotes de banano y por duplicado, con un dia de
cosechado, aplicando el métedo mecdnico propuesto por
Kayisu ef al (1981). La extraccion sin agregar bisulfito de
sodio se realizd como se describe a continuacién, pero
sustituyendo la disolucion de bisulfito por agua. Se licud
aproximadamente 100,0 g de muestra (banano verde) con
300 mL de una disolucion de bisulfito de sodio al 0,5 %
durante 5 min. La pulpa licuada se trasvasé a frascos (500
mL) de centrifuga y se centrifugo por 10 min (877 x g). El
liquido sobrenadante se descarto y el residuo sdlido se
mezclo de nuevo con 300 mL de la disolucion de bisulfito
de sodio. Posteriormente se centrifugd (1972 x g) durante
10 min y se descartd nuevamente el liquido sobrenadante.
El residuo sdlido se mezcld con 300 mL de agua destilada
y se centrifugd (1972 x g). El liquido sobrenadante se
descarto y el residuo solido se trasvasé a un erlenmeyer
de 1,0 L con 300 mL de agua destilada, el cual se colocd en
un bafio de agua a 35 °C con agitacién. Cuando este alcanzo
la temperatura de 35 °C se le adiciond la enzima pectinolitica,
Pectinex Ultra SP-L (Novo Nordisk, 1994),

Después de 1 h de hidrolisis enzimdtica, la pulpa se
tamizé utilizando una malla de 100 mesh (150 mm). El
residuo solido que se deposité sobre la malla fue lavado
con 900 mL de agua desionizada en tres lavados de 300 mL
cada uno. Posteriormente el sdlido remanente sobre la
malla se descarto y el liquido lechoso se volvié a tamizar
utilizando una malla de 270 mesh (53 mm). El residuo
sélido que se depositd sobre la malla fue lavado nuevamente
con 900 mL de agua desionizada en tres lavados de 300 mL

cada uno. El sdlido remanente sobre la malla (270 mesh)
fue descartado y el liquido de apariencia lechosa se dejo
sedimentar por 24 h. Una vez decantado, el residuo extraido
(precipitado) se seco en estufa de vacio a 45°Cy una presion
de 8,5 x 10" N/m? hasta peso constante.

Evaluacidn de las condiciones para la hidrélisis
enzimatica sobre la extraccion del almidén

Una vez establecido el efecto de la adicidn del bisulfito
sobre la extraccion del almidon se procedio a evaluar,
utilizando el mismo método de extraccidn (Kayisu et al,
1981), el efecto de las variables que se mencionan a
continuacion. Las pruebas se realizaron con tres lotes de
banano, por duplicado vy utilizando en todos los casos la
disolucién de bisulfito de sodio al 0,5%.

Concentracion de la enzima: se estudié la extraccion de
almidon utilizando cinco diferentes concentraciones de
enzima (250 ppm, 500 ppm, 750 ppm, 1000 ppm y 2000
ppm} ¥ como control, se realizo una extraccion sin utilizar
enzima. La hidrdlisis enzimatica se llevo a cabo a 35 °C
durante 1 h. El experimento se realizé segin un disefio de
bloques aleatorios. La variable independiente fue la
concentracion de enzima v la variable respuesta fue la
cantidad de almidon extraido. Los resultados fueron
evaluados estadisticamente por medio de un analisis de
varianza utilizando un nivel de confianza del 95 %. Ademas
se determing la correlacion entre la concentracion de enzima
y el porcentaje de almidén extraido (Montgomery, 1991).

PH, temperatura y tiempo de hidrofisis enzimatica:
para la determinacion de estas condiciones se hizo la
extraccidn de almiddn utilizando una concentracién de
enzima de 1000 ppm. Se procedid a comparar la cantidad
de almidon que se extrae al aplicar el método a dos
diferentes condiciones de pH (4,5 y 6,0) y temperatura
(25 °Cy 35 °C) seglin un disefio factorial completo de 22 en
un modelo de efectos fijos, donde la variable respuesta fue
el contenido de almiddn extraido. Posteriormente se
compard la cantidad de almidon extraido a pH 6 y 25 °C
después de 1 h y 5 h de tratamiento enzimatico. Para
determinar el efecto del tiempo de accidn enzimética, se
contrastaron los valores de la cantidad de almidon extraido
para ambas tiempos utilizando una prueba t con un nivel de
confianza del 95% (Montgomery, 1991).
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Caracterizacidn del almidén extraido

Evaluacion del tamario promedio de los granulos de
almidén: esta evaluacion la llevd a cabo la Unidad de
Microscopia Electrénica de la Universidad de Costa Rica. Se
disolvié 1 mg de muestra en agua destilada, y se observ
una alicuota de 10 mL en un microscopio electronico de
barrido Hitachi 2360N operado a 10 KV. Se tomaron 5
micrografias con una ampliacién de 150%, se cuantificd la
poblacion de grénulos en cada micrografia y se estima el
tamafio promedio de los granulos,

Propiedades térmicas, almiddn dafiado y patrén de
difraccion de rayos X: los siguientes andlisis los realizd
el Departamento de Ciencia de Alimentos de la Universidad
de Towa, EUA. El porcentaje de almidon dafiado se determing
seglin el método 76-30A de la AACC (1983). Las propiedades
térmicas del almidon se determinaron utilizando un
calorimetro diferencial de barrido (DSC-7, Perkin Elmer).
Se tomaron 3,00 mg de almidon y 6,00 ma de agua
desionizada v se sellaron herméticamente en utensilios de
aluminio. Estos recipientes se dejaronde 2a 4 ha 25°C
para equilibrar la distribucion de la humedad en las muestras
{Jane et al, 1992a). Se uso como referencia un recipiente
de aluminio vacio, Para obtener el viscoamilograma de una
solucion de almiddn al 8% se utilizd un viscoamilografo Bra-
bender, modelo VA-VE equipado con un cartucho de 700
cm-g (CW Brabander Instruments). Se utilizo agua destilada
para hacer una dispersion de 400 g de almidon. La fuerza
de corte fue establecida a 75 rpm v |a dispersion se calento
de 29 °C a 95 °C a una velocidad de 1,5 °C/min, 82 mantuvo
por 30 min a 95 °C y se enfrio hasta 50 °C a una velocidad
de 1,5 °C/min. El perfil obtenido por difraccidn de rayos X
se determind utilizando un difractometro de rayos X, D-500
(Slemens) usando radiacidn de Cu Ka. Se registrd la sefial
del angulo de reflexion 20, de 4 a 30°, La muestra de almiddn
se equilibrd en una camara de humedad relativa saturada
por un dia a 25 °C (Zobel, 1964).

RESULTADOS Y DISCUSION

El banano verde con 14 semanas de edad presentd una
humedad promedio de 71,58%, (o, ,0,33) y una
concentracion promedio de almidon de 22% (s_,10,7).
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Otros autores (Da Moto ef &/, 2000; Guaman, 1557) han
representado valores similares a los obtenidos en este
estudio.

La Figura 1 sefiala el efecto que tiene el bisulfito de
sodio en la eliminacién de los compuestos polifendlicos
(inhibidores de la actividad enzimatica) presentes en fa pulpa
de banano verde. Al utilizar 500 ppm de pectinasa la
extraccion del almidan auments, de 46,21% sin la adicion
de bisulfita, a 78,40% con la adicion de este (p<0,05). De
igual manera al utilizar 1000 ppm de enzima, la extraccion
aumento de 48,87%, sin la adicion de bisulfito, a 82,98%
cuando se agregd éste (p<0,05). Gous et &l (1987)
encontraron un efecto similar al tratar puré de banano con
una enzima pectinolitica comercial, logrando una reduccion
en la viscosidad de un 36% respecto al contral, mientras
que cuando trataron puré de banano al que se le habia
eliminado los compuestos polifenclicos se produjo una
reduccion en la viscosidad de 71% respecto al control.

W bisutlita 0%
Ll bisuifito 5%

Almidén axtralds (%)

500 1000
Concentracldn enzima ppm

Figura 1. Efecto de la adicién de hisulfito de sodio
(0,5%) sobre el rendimicnto we extraccion de
almidén de banano wverde utilizando dos
concentraciones de pectinasa (Pectinex Ultra SP-L)
por 1 h a 35°C. Promedio de 3 lotes.

Como se observa en |a Figura 2 con la adicion de todas
las concentraciones de la enzima pectinolitica utilizadas,
después de agregar la disolucion de bisulfito de sodio al
0,5%, se produjo un aumento en el porcentaje de almidan
extraido con respecto al 42% obtenido sin la adicion de la
enzima (p<0,05). Con las concentraciones de enzima de
1000 ppm y 2000 ppm se obtuvieron los mayores
porcentajes de extraccion B82,98% y B82,50%
respectivamente, pero no hubo diferencia significativa en-
tre estos valores (p=>0,05). Ademas, con los resultados que
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se presentan en la Figura 2 se logrd establecer que los
rendimientos de extraccidn de almidén, al variar la
concentracion de la enzima, pueden ser explicados con un
ajuste polinomial por la ecuacién: % almidén extraido
= (conc. enzima)®t%9% *4¢ 8339 (r=0,9892) para
concentraciones de la enzima pectinalitica mayores a 0 ppm.
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Figura 2. Efecto de la concentracién de pectinasa
sobre el rendimiento de la extraccidn de almidén de
banano verde en muestras tratadas previamente
con bisulfito de sodio (0,5%), después de 1 h de
hidralisis a 35 °C. Promedio de 3 lotes,

Al comparar los resultados obtenidos para las diferentes
condiciones de pH y temperatura (Cuadro 1), no se encantrd
diferencia significativa (p>0,05) entre los rendimientos del
almidon extraido utilizando las condiciones recomendadas
por el fabricante para |a enzima Pectinex Ultra SP-L (pH 4,5
¥ temperatura 35 °C) y las condiciones de pH 6,0 y
temperatura 25 °C estudiadas. Este resultado es favorable
para el proceso de extraccidn de almiddn de banano verde
en el nivel industrial, ya que no seria necesario controlar ni
la temperatura ni el pH. Cabe mencionar que la pulpa de
banano verde utilizada para esta investigacion presents un
pH entre 5,8 v 6,0,

Cuadro 1. Rendimientos de extraccién de almidén de
banano verde utilizando 1000 ppm de pectinasa durante 1
h y dos diferentes condiciones de pH y temperatura

Temperatura pH Rendimiento de
(°C) extraccion
%
25 4,5 75,16 (4,26)
25 6,0 74,15 (1,53)
35 4.5 74,93 (2,00)
35 6,0 76,06 (0,62)

*Promedio de 3 repeticiones y {Sesiacidn extindar]

Por otra parte al comparar los resultados del almidén
extraido después de 1 hy 5 h de hidrdlisis enzimatica (Cuadro
2) no se encontro diferencia significativa (p>0,05) entre
los rendimientos de extraccion con los tiempos evaluados.
Esto también es de beneficio en el nivel industrial, ya que
no seria necesario prolongar el tiempo de la hidrdlisis
enzimatica mas alld de una hora.

Cuadro 2. Rendimientos de extraccién de almidén de banano
verde utilizando 1000 ppm de pectinasa durante Lhy Sh, a
pH 6,0 y a 25°C

Tiempo de Rendimiento de
hidralisis extraccion
h %%
1 81,96 (3,61)
5 84,28 (2,69)

*Fromedo de 3 epetcionss v {dendacidn estindar)

Con base en los resultados obtenidos se establecieron
como las mejores condiciones para la extraccidn del almidén
las siguientes: tratamiento de la pulpa del banano verde
con una enzima pectinolitica {1000 ppm), previa adicidn de
una disolucion de bisulfito de sodio (0,05%), a pH 6,0, una
temperatura de 25 °C y un tiempo de hidrédlisis de 1 h.

Caracterizacién del almidén extraido bajo las
condiciones establecidas

El valor de almiddn dafiado fue de 0,5%, (., 0,2) lo
que indica que el proceso de extraccién no causé mucho
dafio a los granulos. Valores similares fueron reportados
por Kayisu ef 2/ (1981) y Lil ef &/ (1982) utilizando procesos
de extraccion mecanica.

Al evaluar cinco micrografias obtenidas por medio de
microscopia electronica de barrido (de las cuales se presenta
unaen la Figura 3), se pudo observar que los granulos de
almidan presentaron formas irregulares de dvalo o de évalo
elongado. Formas similares a estas han sido reportadas
por otros autores (Lii ef af,, 1982, Bello et a/, 2000). Ademds
se estimé que el ambito global de los granulos fue de 10
uma 23,3 pm. Lii efal (1982) reportan valores entre 6y
80 pm, con la mayoria entre 20 pm y 60 pm y Bello et al.
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(2000) encontraron que los granulos median de 20 pm a 60
pm. Eltamafio promedio del granulo del almiddn de banano
verde encontrado en este estudio (16,6 pm) se asemeja al
reportado para el almidon de maiz 15 pm, ¥ se encuentra
en un rango menor que el reportado para el del trigo (20-
35 pm) por Jane efal (1992b).

& Nt 1> e fr
29502 15Ky @an

W [ wr i ;..-

Figura 3:; Micrografia del almiddn de banano. Ampliacién:
150 X. Ambito global del tamaiio de los granulos 10 pm a
23,3 pm. Barra = 200 pm.

Los almidones nativos son insolubles en agua a
temperaturas inferiores a la de gelatinizacidn (Swinkels,
1985). La temperatura de gelatinizacion es un rango
pequefio de temperatura en el cual el granulo de almiddn
empieza a hincharse, pierde cristalinidad y la viscosidad
del medio aumenta. Una técnica ampliamente utilizada para
evaluar el fendmeno de la gelatinizacion es la calorimetria
diferencial de barrido (Ghiasi et a/, 1982; Swinkels, 1985).
El rango de temperaturas de gelatinizacidn se define entre
la temperatura de inicio, To; la temperatura pico, Tp; ¥ la
temperatura final, Tc. El calor de gelatinizacion (AH,1/g)
se calcula como el area bajo la endoterma obtenida (Da
Mota et af, 2000).

Las propiedades térmicas del almidan analizadas en este
estudio (Cuadro 3) muestran que la temperatura de inicio
de la gelatinizacion (To) es 73,2 °C, la temperatura pico
(Tp) es 76,5°C y que hay un cambio en entalpia (AH) de
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23,0 )/g. Diversos autores han encontrado variaciones en
cuanto al rango de temperatura de gelatinizacion del almiddn
de banano que oscilan entre 64-72 °C para To y 69-72 °C
para Tp (Da Mota et a/, 2000; Bello et a/, 2000). En cuanto
a los valores en el cambio de entalpfa, Faisant ef al (1995)
reportaron cambios de 17,1]/g v Bello ef a/ (2000)
encontraron valores de 13 gy 14,8 J/g para dos variedades
de banano. Las variaciones en los valores reportados para
las propiedades térmicas del almidon de banano pueden
deberse a diferencias en cuanto a la variedad y el grado de
maduracion del banano, asi como al método de extraccidn
utilizado.

Las temperaturas de gelatinizacidn obtenidas en este
estudio fueron cercanas a las del almidon de maiz (62-
72 °C), y un poco mayores que las de los almidones de
trigo (57-64 °C) y papa (59-68 °C). El cambio en entalpia
es mayor que el reportado para los almidones de maiz (12
Jfa), trigo (12 3fg) y papa (201/a) (Jane et af, 1992c).

Cuadro 3: Propiedades térmicas del almiddn de banano verde
determinadas por calorimetria de barrido diferencial

T TS AH'
B by 4 ,!.'i_l

73.2(0.3) 76.5 (0.2) 23,0 (0.7)

Fuente: Departamento de Clencia do Allmentos da la Universidad de Towa, EUA
1.- Promedio y [desviacidn estindar do & medidas).

2.~ Temperatwra inlclal de gelatinizacidn,

3.~ Temperatura pico da gelatinizaciin,

4.~ Cambio de entalpla, 5 En base sooa.

Los cambios de viscosidad que sufren los engrudos de
almiddn al cocinarse debido al hinchamiento y posterior
rompimiento de los granulos son muy importantes desde el
punto de vista tecnolégico ya que suministran informacin,
tanto acerca de las caracteristicas de gelatinizacion del
almiddn, como de la pasta enfriada. Estos cambios de
viscosidad se analizan generalmente con un viscoamilografo
Brabender y se expresan en unidades arbitrarias Brabender
(BU, por sus siglas en inglés) (Thomas y Atwell, 1559),

El viscoamilograma obtenido para el almidon de banano
al 8 % (Figura 4) se asemeja al de los almidones de cereales.
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Presento un pico pronunciado de viscosidad a 1550 BU,
seguido de un descenso moderado. El pico representa la
mayor viscosidad que se logra durante la coccidn de un
engrudo de almidon v es un indicador del poder de
espezamiento. Varios investigadores (Kayisu et af, 1981;
Lii et af, 1982), utilizando la misma concentracion de
almidén, obtuvieron resultados similares al nuestro
reportando los primeras un pico a 1200 BU y los segundos
a 1500 BU. Otros estudios han mostrado que las
evaluaciones realizadas con concentraciones mas bajas de
almidcn de banano no presentan un pico de viscosidad (Lii
et al., 1982; Guaman, 1997). El pico de viscosidad que
presenta la disolucion de almiddn de banano al 8% es simi-
lar al de los almidones de tapioca y sagl, menor al de los
de papa y camote y mayor que los de cereales no cerosos
(Kayisu ef a/, 1981). La Ultima parte de Ia curva Brabender
muestra como se comporta el engrudo al enfriarse de
95 °C a 50 °C. Un aumento en la viscosidad durante el
enfriamiento es un indicador de |a retrogradacion debido a
la asociacidon de |as moléculas de almidan. Al igual que los
cereales, el almiddn de banano presenta una pronunciada
retrogradacion durante el enfriamiento. La tasa de
retrogradacion depende de la cantidad de amilosa presente
en el almidon (Guaman, 1997), la cual ha sido reportada
para el de banano como el 20% del almiddn total (Da Mota,
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Figura 4. Viscoamilograma de una muestra al 8 % de almidén
extraido de banano verde. Fuente: Departamento de Ciencia
de los Alimentos, Universidad de Iowa.

Cuando un cristal es iradiado con rayos X, estos se separan
produciendo un patron distintivo de la estructura cristalina.
El patron general de rayos X de los almidones nativos se
ha identificado por medio de este métado (Thomas y Atwell,
1999}, En este estudio (Figura 5) se encontrd que el almidén
de banano mostrd un patrén de tipo C. En general los
almidones de cereales tales como maiz, aroz, trigo y avena
presentan patrones de tipo A y el de papa de tipo B. Los
tipos A v B son considerados independientes, pero se ha
sugerido que el tipo C representa una mezclade Ay B. La
mayoria de los almidones provenientes de leguminosas
presentan patranes de tipo C (Hizukuri, 1996; Bello et al,
2000). Los estudios de difraccidn por rayos X realizados en
almidon de banano verde han mostrado diferentes
resultados. Algunos lo repartan como tipo A (Bello et &/,
2000), otros como tipo B (Lii ef ai, 1982; Faisant et al,
1995) y otros como tipo C (Jane et al, 1997).
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Figura 5: Difraccién por rayos X del almidén extraido de
banane verde. Fuente: Departamento de Ciencia de los

Alimentos, Universidad de Iowa.

Como puede apreciarse, los resultados de los estudios de
caracterizacion del almidén de banano difieren entre si, lo
que indica la necesidad de llevar a cabo estudios para definir
si la variedad, el grado de maduracidn y el método de
extraccion afectan estas propiedades. Es importante
también llevar a cabo estudios sobre la modificacion del
almidén de banano y evaluar su uso en productos industri-
ales.
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Comunicacion breve

LOS "ACARITOS BLANCOS" (INSECTA: PSOCOPTERA): UNA PLAGA
ERRONEAMENTE INTERPRETADA EN LA INDUSTRIA DE COSTA RICA

———— e,

Jirdn, Luis Fernando’ y Vargas, Mario'

Se informa sobre la presencia por primera vez, como plaga en Costa Rica, del psdcido Liposcelis spp. ( Troctomorpha:

Liposcelidae), Mockford, 1991,

Las plagas asociadas con la materia prima, procesos de
fabricacion o el producto terminado, es un tema
relativamente bien conocido por los especialistas en
asequramiento o control de calidad, en la industria
alimentaria de nuestro pais. Es asi como problemas por
moscas, palomitas, pulgas y roedores estan asociados al
concepto o idea de "fumigacion”, termino gue es simplista
y que representa una "solucion quimica” a la presencia de
las plagas. Lo anterior no contempla la alternativa de
conacer primeramente las caracteristicas del problema y
de cambiar o modificar algunos elementos que prevengan
o eliminen una determinada plaga.

El primer paso logico para lograr una buena estrategia
de manejo del problema es la identificacion del organismo
responsable. En términos econdmicos el industrial interpreta
a una plaga como "su enemiga” y sl no cenoce de la
identidad del organismo, ni sus habitos y ciclo de vida, no
sabra tampoco acerca de sus puntos débiles para atacarlo
eficienternente,

Los "acaritos blancos” constituyen un buen ejemple de
lo comentado anteriormente, Se trata de una plaga que
aparece comunmente en envases, tapas y otros materiales
plasticos, de vidrio o cualquier otro material que sea
ingresado y almacenado en las bodegas de materias primas.

El industrial se ve obligado a rechazar o recurrir a un
lavado de tales implementos o a utilizar los servicios de
una empresa "fumigadora”, la que aplicara un insecticida
que los eliminard, obteniendo como resultado que los
organismos plaga queden adheridos y muertos en la pared
interna de los envases.

{En qué consiste el problema de los "acaritos blancos?
No se trata de Acaros (artropodos que tipicamente poseen
ocho patas) sino de insectos (que poseen seis patas y
antenas) y que pertenecen al orden de los psocidos, también
llamados psocopteros o corrodentios. Estos pequefiisimos
insectos de alrededor de 1 mm, tienen una dieta
especializada consistente en liquenes y hongos.

® Intevplages, Costa Rica
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{moha), porlo que su papel ecologico en el reciclaje de la
celulosa (hojas, cortezas, maderas, papel) es
extremadamente valioso.

Asociados con el humano hay varias especies que se
alimentan de las pastas de los libros, restos de animales,
harinas y cereales. En los museos se encargan de arruinar
las colecciones de insectos. Las hembras colocan de 20 a
100 huevecillos de los cuales emergen las fases ninfales y
por tltimo las formas adultas. En algunas especies solo se
encuentran hembras ( partenogénesis), con una produccion
de generaciones durante todo el afo, condicion que es
conocida como multivoltinismo (Borror & White, 1970;
Romoser, 1973).

Forma adulta de Liposcelis spp. (Psocoptera)



“

El control de los psdcides mediante la aplicacidn de
insecticidas no siempre es conveniente por las razones ya
explicadas. La mejor opcion es un manejo integrado, con
medidas de caracter preventivo como las siguientes:

-Pintar el cielorraso de la bodega, con pintura antihongos.
-Eliminar filtraciones de agua en techo y paredes de la
bodega.

-Utilizar tarimas de madera, pintarlas e impedir que se
mojen a la intemperie.

-Exigir dptimas condiciones internas de los contenedores

de transporte y lograr que no se introduzcan en los

furgones palos, rollizos o corteza suelta, ya que es ma-
terial usualmente contaminado con los psocidos.
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